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Os peixes que habitam o Oceano Antártico são extremamente adaptados ao frio, 
sendo seu metabolismo, bioquímico e fisiológico, eficiente em baixas temperaturas. 
Oscilações sazonais de luminosidade e do suprimento alimentar são também 
apontados como fatores determinantes da biodiversidade e limitantes da biomassa e 
da produtividade primária do Oceano Antártico. A tolerância a temperaturas mais 
altas dos organismos marinhos antárticos tem sido estudada devido à preocupação 
dos pesquisadores frente ao aquecimento global e da Península Antártica. Os 
poucos resultados existentes têm demonstrado que esses organismos são 
extremamente estenotérmicos e que alterações de temperatura podem ser letais. O 
sistema antioxidante representa um importante marcador de resposta dos 
organismos submetidos a situações de estresse e alterações de temperatura podem 
promover a geração de espécies reativas de oxigênio ocasionando danos celulares. 
Atualmente, a extrema estenotermia dos organismos marinhos antárticos também 
tem sido estudada através da expressão das proteínas do choque térmico (HSPs). 
Dentre a família das HSPs, a HSP70 apresenta síntese rápida e significativa diante 
de diferentes estressores, por isso é uma ferramenta útil para quantificar e prever 
níveis de estresse em organismos. As coletas e os bioensaios deste trabalho, foram 
realizados na Baía do Almirantado, Ilha Rei George, no Arquipélago das Shetlands 
do Sul, Península Antártica, onde se localiza a Estação Antártica Comandante 
Ferraz (EACF). O presente trabalho tem como objetivo investigar variações nos 
níveis de HSP70, nos níveis de  atividade de várias enzimas antioxidantes (SOD, 
CAT, GPx, GR e GST) e nos níveis dos marcadores não enzimáticos (GSH, PC e 
LPO) do estresse oxidativo nos peixes antárticos, Notothenia rossii e Nottohenia 
coriiceps em condições naturais e de estresse térmico. Para tanto, três capítulos 
compõem este trabalho, onde o primeiro analisa o efeito da temperatura no 
metabolismo oxidativo de N. rossii e N. coriiceps; o segundo avalia os níveis de 
expressão de HSP70 no fígado de N. rossii e N. coriiceps submetidos a estresse 
térmico e o terceiro analisa ao longo do ano os níveis de atividades dos marcadores 
de estresse oxidativo em diferentes órgãos de N. rossii e N. coriiceps da Baia do 
Almirantado, Ilha Rei George, Península Antártica. 
Palavras-chaves: temperatura, sazonalidade, estresse oxidativo, peixes antárticos, 




The fish that inhabit the Southern Ocean are highly adapted to the cold, and its 
metabolism, biochemical and physiological, efficient at low temperatures. 
Seasonal fluctuations of light and food supply are determinants of biodiversity 
and limiting biomass and primary productivity of the Southern Ocean. The 
tolerance to higher temperatures of Antarctic marine organisms have studied 
due to the concern of researchers against global warming and the Antarctic 
Peninsula. The few results have demonstrated that these organisms are 
extremely stenothermal and rapid temperature change can be lethal. The 
antioxidant system is an important response marker of organisms subjected to 
stress and temperature changes situations can promote the generation of 
reactive oxygen species causing cell damage. Currently, the extreme 
stenothermal of Antarctic marine organisms has studied through the expression 
of heat shock proteins (HSPs). Among the family of HSPs, the HSP70 has 
significant and rapid synthesis on different stressors, so it is a useful tool to 
quantify and predict stress levels in organisms. The experiments of were 
performed in Admiralty Bay, King George Island, in the Archipelago of the South 
Shetlands, Antarctic Peninsula, where is the Comandante Ferraz Antarctic 
Station (EACF). This study aims to investigate variations in the levels of HSP70 
in the activity levels of several antioxidant enzymes (SOD, CAT, GPx, GR and 
GST) and the levels of non-enzymatic markers (GSH, PC and LPO) oxidative 
stress in Antarctic fish, Notothenia rossii and Nottohenia coriiceps in natural and 
heat stress conditions. Therefore, three chapters make this work, where the first 
examines the effect of temperature on the oxidative metabolism of N. rossii and 
N. coriiceps; the second evaluates the HSP70 expression levels in liver N. rossii 
and N. coriiceps submited to thermal stress and the third analyzes throughout 
the year, the activity levels of oxidative stress markers in different tissues of N. 
rossii and N. coriiceps of Admiralty Bay, King George Island, Antarctic 
Peninsula. 
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I. INTRODUÇÃO GERAL 
 
A Região Antártica 
 
A plataforma Continental Antártica fazia parte do supercontinente Gondwana, 
até o final do período Cretáceo. Quando o supercontinente Gondwana iniciou sua 
fragmentação (190 a 135 milhões de anos atrás), o Continente Antártico iniciou sua 
derivação para a posição polar atual. Foi nessa época também que a Península 
Antártica teve sua formação iniciada. Já as ilhas subantárticas teriam emergido de 
maneira gradual do oceano (EICHER,1982). O isolamento do Continente Antártico 
completou-se e a corrente circum-Antártica estabeleceu-se em um tempo 
geologicamente recente, há aproximadamente 30 milhões de anos (DI PRISCO et 
al., 1991).  
Com aproximadamente 14.000.000 km² de superfície (BELLISIO e TOMO, 
1974), a área da Antártica pode chegar a 36.000.000 km² quando os mares 
adjacentes congelam no inverno, enquanto que, nos meses de verão, esse gelo 
recua praticamente até o litoral com exceção dos mares de Weddel e Ross (Figura 
1). O continente Antártico possui 4.500 km de diâmetro, 32.000 km de circunferência 
e está quase totalmente contido no círculo polar austral, abaixo dos 60ºS de latitude 




Figura 1: Região Antártica indicando o paralelo de 60° S delimitando a região, os mares de Ross e 
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O Oceano Antártico ou Oceano Austral, que circunda o Continente Antártico, 
é formado pela porção sul dos oceanos Atlântico, Pacífico e Índico. O Oceano 
Antártico é caracterizado por um sistema circumpolar de correntes e frentes 
hidrográficas, as maiores e mais velozes correntes marítimas da Terra, a Corrente 
Circumpolar Antártica, que percorre continuamente, de Oeste para Leste, a faixa 
próxima da latitude dos 60ºS (FELICIO, 2007). A Corrente Circumpolar Antártica tem 
papel importante de troca térmica na atmosfera através das misturas de massas de 
águas oceânicas e proporciona uma rica cadeia alimentar através da grande 
quantidade de dióxido de carbono absorvido pelas águas frias, que permite gerar 
muito plâncton e algas, influenciando diretamente a vida dos organismos polares 
que ali vivem (DEWITT, 1971; FOSTER, 1984, EKAU, 1991, FELICIO, 2007).  
Entre os paralelos 50º e 60ºS, existe uma barreira natural, a Convergência 
Antártica, que isola e separa o Oceano Austral dos oceanos que o formam. Esta 
Zona de Convergência estabeleceu-se à 30 milhões de anos atrás e afeta 
diretamente as condições locais de clima (DI PRISCO et al., 1991). O Oceano 
Antártico é o ambiente marinho mais frio e estável termicamente da Terra. A 
temperatura do mar nas áreas próximas ao continente permanece constante em –
1,9ºC, e nas regiões mais ao nordeste, Península Antártica e ilhas, pode variar de 
1,5ºC no verão até –1,8ºC no inverno (SIDELL, 2000).  
O Oceano Antártico é caracterizado pela combinação de baixa temperatura, 
porém estável, com um padrão sazonal marcante da produção primária em 
consequência da variação anual da luminosidade, juntamente com um grande ciclo 
anual de extensão de gelo do mar (ZWALLY et al., 1979, CLARKE, 1988, 
BARGAGLI, 2005; CONVEY, 2007). O regime de luz na Antártica é bem 
característico de regiões polares. No inverno há longos períodos sem luz enquanto 
que no verão a luz é praticamente constante. Já, na primavera e no outono as 
condições são intermediárias (RIVKIN e PUTT, 1987). Grande parte do mar antártico 
congela durante o inverno e a maior parte do gelo derrete durante o verão. Estes 
ciclos anuais de gelo e de luminosidade têm consequências diretas sobre a 
produção biológica e a biologia dos organismos, tanto de plâncton quanto bentos 
(CLARKE, 1988, BARGAGLI, 2005; DEVRIES e STEFFENSEN, 2005, CONVEY, 
2007). Variações sazonais da temperatura, embora pequenas, podem ser 
detectadas. Temperaturas mais altas são observadas durante o verão austral e 
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tendem a serem maiores em águas superficiais e em altas latitudes (CLARKE, 1988, 
DEVRIES e STEFFENSEN, 2005).  
Registros dos últimos 60 anos relatam que a temperatura da água do Oceano 
Antártico aumentou cerca de 0,2°C em profundidades entre 700 a 1100 metros 
(entre 35 e 65°S), e estudos recentes mostram que esse aquecimento estende-se 
até as águas superficiais (RENWICK, 2002; TURNER et al., 2005). A água dos lagos 
da região está aquecendo mais rapidamente do que o ar, em consequência da 
diminuição da camada de gelo (KING, 1994; KING e HARANGOZO, 1998; 
QUAYALE et al., 2002, 2003), causada pelas pressões ambientais sobre o 
continente antártico (CLARKE et al., 2007, HELLMER et al., 2012, ROSS et al., 
2012).  
A Península Antártica, onde se localiza a Estação Antártica Brasileira 
Comandante Ferraz (EACF), Baía do Almirantado, ilha Rei George, arquipélago das 
Shetlands do Sul, local onde o presente estudo foi realizado, é uma das três regiões 
do planeta, que apresenta aquecimento acelerado. A temperatura das águas 
superficiais aumentou em torno de 2,5°C nos últimos 60 anos (CLARKE et al., 2007; 
TURNER, 2007). As ilhas sub-antárticas, dentre elas a ilha Rei George, devido a seu 
pequeno distanciamento com a Fronteira Polar Antártica, as torna vulneráveis a 
eventuais elevações da temperatura (DI PRISCO, 2000). O aquecimento da 
Península Antártica tem provocando degelo intenso tanto de geleiras como de neve 
acumulada durante o inverno e do gelo marinho, acarretando alterações na 
salinidade, na densidade da água do mar e expondo habitats que antes ficavam 
cobertos de gelo (DI PRISCO, 2000; CLARKE et al., 2007).  
 
Peixes Antárticos e temperatura 
 
A fauna de peixes existente ao sul da Convergência Antártica se caracteriza 
por uma escassa diversificação. Das 20.000 espécies de peixes marinhos já 
descritas, cerca de 200 habitam as águas do Oceano Austral (EASTMAN, 2005). O 
endemismo das espécies de peixes antárticos também é bem característico, isto é, 
está muito menos propagado entre as espécies de águas mais profundas (FISHER e 
HUREAU, 1988). 
A subordem Notothenoidei, da ordem dos Perciformes, é endêmica nas águas 
geladas da Antártica (EASTMAN, 1993). Este grupo representa 45% das espécies 
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conhecidas na Antártica e envolve mais de 95% da biomassa de peixes ali 
encontrados (EASTMAN e EAKIN, 2000). Esta subordem está representada por oito 
famílias, 44 gêneros e 129 espécies, das quais, 101 são antárticas e 28 não são 
antárticas (EASTMAN, 2005). 
A Família Nototheniidae é a mais diversificada considerando-se a estrutura, 
habitat e distribuição das espécies. Os peixes estão largamente distribuídos pelo 
Oceano Austral desde o norte da Convergência Antártica até o sul da África e Nova 
Zelândia (KOCK, 1992). A família é composta de 12 gêneros e aproximadamente 50 
espécies (EASTMAN e EAKIN, 2000). Dentre as espécies de peixes existentes na 
Baía do Almirantado, destacam-se Notothenia coriiceps Richardson, 1844 
(previamente conhecida como N. neglecta) e N. rossii Richardson, 1844 (syn N. 
marmorata), endêmicas da região antártica (GON e HEEMSTRA, 1990), cuja 
dominância de espécies altera-se periodicamente na Baía (ZUKOWSKI, 1990, 
SKÓRA e NEYELOV,1992, KULESZ, 1994, ZADRÓZNY, 1996). Estudos indicam 
que N. coriiceps é um nototenídeo bentônico chave na Baía do Almirantado 
(SKÓRA, 1993; KULESZ, 1998, 1999; KAMLER et al., 2001) representando até 70% 
do número e biomassa de peixes presentes nas águas rasas da Baía (SKÓRA 1992; 
SKÓRA e NEYELOV 1992). 
Os peixes antárticos, durante suas histórias evolutivas, se adaptaram para 
evitar os possíveis danos gerados pelas baixas temperaturas existentes na Antártica 
(CROSSLEY, 1995; JIN e DEVRIES, 2006). A estenotermia (SOMERO et al., 1996; 
VAN DIJK et al., 1999; BRODTE et al., 2008), a escassez de hemoglobina, ou até a 
ausência em algumas espécies (DI PRISCO et al., 2007), a compensação 
cardiovascular (O’BRIEN e SIDELL, 2000), a presença de glicoproteínas com 
propriedades anticongelantes (AFGPs - Antifreeze Glicoproteins) (CHEN et al., 1997; 
HARDING et al., 2003; JIN e DEVRIES, 2006), e o aumento na concentração de 
ácidos graxos monoinsaturados (MUFA) e poliinsaturados (PUFA) (BOTTINO et al., 
1967; GIESEG et al., 2000; BRODTE et al., 2008; CROCKETT, 2011) são alguns 
exemplos. 
A tolerância a temperaturas mais altas dos organismos marinhos antárticos 
tem sido estudada devido à preocupação dos pesquisadores frente ao aquecimento 
global e da Península Antártica, e os resultados têm demonstrado que esses 
organismos são extremamente estenotérmicos (LOWE et al., 2005; CLARKE et al., 
2007; CLARK e PECK, 2009; BILYK e DEVRIES, 2011). Acredita-se que o estreito 
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limite de tolerância térmica dos peixes antárticos, deva-se entre outros fatores, à 
perda da capacidade de induzir a síntese de proteínas de choque térmico (Hot 
Shock Protein  - HSPs) (HOFMANN et al., 2000; BUCKLEY et al., 2004) e perda ou 
escassez de hemoglobina e mioglobina (SIDELL  et al., 1987; SIDELL e O’BRIEN, 
2006; BEERS e SIDELL, 2011).  
Em peixes antárticos, a tolerancia térmica foi primeiramente estudada por 
Somero e DeVries (1967) que, ao submeterem nototenídeos a estresse térmico, com 
variação positiva de aproximadamente 4ºC, verificaram perda de 30% na afinidade 
do oxigênio pelo pigmento sanguíneo. Jin e DeVries (2006) aclimataram Pagothenia 
borchgrevinki, coletados na região de McMurdo, à temperatura de 4°C durante 4 a 
16 semanas e observaram que após 16 semanas os níveis de AFGPs no plasma 
diminuíram. Mais recentemente, Bilyk e DeVries (2011) determinaram a temperatura 
crítica máxima (CTMax) e sua plasticidade após aclimatação a 4ºC, em 11 espécies 
de peixes antárticos de regiões de altas e baixas latitudes. Estes autores 
observaram significativa diferença nas CTMaxs entre os peixes de baixas e altas 
latitudes e um aumento das CTMaxs, em todas as espécies testadas, após 
aclimatação prévia a 4ºC. Lowe e Davison (2005) ao submeterem os nototenídeos P. 
borchgrevinki e Trematomus bernacchii à estresse térmico observaram que houve 
hiperglicemia associada à lenta liberação de cortisol no plasma, e aumento do 
hematócrito em P. Borchgrevinki, devido ao aumento da temperatura. Acredita-se 
que há aumento no hematócrito, no início da aclimatação ao calor, visando melhorar 
a capacidade respiratória (HEISE e ABELE, 2008). O estresse térmico analisado em 
fígado e músculo de Pachycara brachycephalum causou diminuição do conteúdo 
lipídico, redução de carboidratos e alteração nos níveis de proteínas dos dois tecidos 
(BRODTE et al., 2008). Thorne et al. (2010) expuseram o nototenídeo Harpagifer 
antarcticus a estresse térmico agudo (6°C por 48 h) e como resposta registraram 
processos inflamatórios no tecido hepático.  
Outro mecanismo que tem ajudado a entender a extrema estenotermia dos 
organismos marinhos antárticos é a expressão das proteínas de choque térmico 
(HSPs) (HOFMANN et al., 2000, CLARK et al., 2008, CLARK e PECK, 2009).  
Carpenter e Hofmann (1999) analisaram tecidos de T. bernacchii aclimatados a 4◦C 
e observaram que os animais superexpressaram membros da família multigênica de 
proteínas de choque térmico de 70kDa (Heat Shock Protein 70kDa - HSP70). Os 
níveis de HSP70 em T. bernacchii foram maiores mesmo quando comparados com 
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tecidos de brânquias e músculo esquelético branco de Notothenia angustata 
coletados na Estação de Portobello, Nova Zelândia.  
 
Marcadores de estresse 
 
Ao longo do processo evolutivo a sobrevivência dos organismos esteve 
relacionada com a capacidade de se ajustar aos agentes estressores e recuperar a 
homeostase (ABELE et al., 1998). Por exemplo, quando o O2 passou a ser utilizado 
no processo respiratório ocorreu, paralelamente, a seleção de organismos com um 
sistema antioxidante para proteger as células da toxicidade daquele gás, uma vez 
que o metabolismo aeróbico conduz a formação de radicais livres (DROGE, 2002). 
Os danos causados pelos agentes estressores devem-se a produção de espécies 
reativas de oxigênio (EROs), tal como o íon superóxido (O2-), peróxido de hidrogênio 
(H2O2), radical hidroxila (●OH) e oxigênio molecular (O) (HALLIWELL e 
GUTTERIDGE, 1999). Essas EROs no organismo reagem com lipídeos, proteínas e 
ácidos nucléicos causando diversos danos às células (STADTMAN e LEVINE, 
2000).  
A destoxificação das EROs tornou-se um pré-requisito para a vida aeróbica, 
havendo o surgimento e seleção de um sistema de defesa destinado a prevenir, 
interceptar e reparar os danos no organismo. Muitas destas defesas são 
representadas pelas enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT), superóxido 
dismutase (SOD), glutationa-S-trasferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e (GR) 
glutationa redutase (LEHNINGER et al., 2007). 
As temperaturas extremas também afetam o estresse oxidativo. O choque 
térmico afeta o transporte de elétrons e altera a integridade de moléculas 
enzimáticas e antioxidantes, levando à formação de EROs (COGO et al, 2009).  
O estresse oxidativo ocorre quando a formação de oxidantes excede a 
capacidade do sistema antioxidante de remover as EROs, causando danos às 
moléculas orgânicas (HAGERMAN, 2006). Um dano importante é a oxidação de 
proteínas, que pode ser avaliada pela quantificação de proteínas carbonilas (PC) 
nos tecidos biológicos, um importante marcador não enzimático para o estresse 
oxidativo (SHACTER, 2000). Outro marcador não enzimático de estresse oxidativo é 
o processo de peroxidação lipídica (LPO) iniciado pela reação de um radical livre 
com um ácido graxo insaturado e propagado por radicais peroxilas (LIMA e 
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ABDALLA, 2001). A Glutationa, formada por três peptídeos λ-glutamil-cisteína-
glicina, está presente no organismo nas formas reduzida (GSH) e dissulfeto (GSSG) 
e é um dos mais importantes agentes antioxidantes (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 
1999, COGO et al., 2009). Mudanças na concentração deste tripeptídeo podem ser 
um indicador útil em certas desordens fisiológicas (STADTMAN e LEVINE, 2000, 
PARK et al., 2008). É denominado de índice redox, a porcentagem de glutationa 
total (GSH + 2 GSSG) na forma de glutationa dissulfeto (GSSG). O estresse 
oxidativo pode ocasionar mudanças no estado redox da glutationa aumentando a 
liberação da forma dissulfeto no organismo tornado o índice um poderoso marcador 
do estresse oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999, COGO et al., 2009).  
A resposta ao choque térmico (HSR, do inglês Heat Shock Response) é 
caracterizada por desencadear mecanismos moleculares que compensem os 
distúrbios causados pelo aumento ou diminuição da temperatura. A rápida 
transcrição e tradução de uma série de proteínas de choque térmico da família das 
HSPs representa uma das respostas celulares ao estresse térmico. As HSPs são 
uma família de proteínas altamente conservadas que agem como chaperonas para 
estabilizar proteínas desnaturadas, prevenindo a formação de agregados citotóxicos 
(PARSELL e LINDQUIST, 1993; HARTL, 1996; FINK, 1999). Dentre a família das 
HSPs, a HSP70 apresenta síntese rápida e significativa diante de diferentes 
estressores sendo, portanto, uma ferramenta útil para quantificar níveis de estresse 
dos organismos (JONSSON et al., 2006).  
O presente trabalho tem como objetivo investigar variações nos níveis de 
HSP70, nos níveis de atividade de várias enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx, 
GR e GST) e nos níveis dos marcadores não enzimáticos (GSH, PC e LPO) do 
estresse oxidativo nos peixes antárticos, Notothenia rossii e Notohenia coriiceps em 
condições naturais e de estresse térmico. Para tanto, três capítulos compõem este 
trabalho, onde o primeiro analisa o efeito da temperatura no metabolismo oxidativo 
de N. rossii e N. coriiceps (Efeito da temperatura de aclimatação no sistema de 
defesa antioxidante do fígado dos nototheniids antárticos Notothenia coriiceps e 
Notothenia rossii); o segundo avalia os níveis de expressão de HSP70 (Avaliação da 
expressão hepática da proteína do choque térmico (HSP70) em duas espécies de 
peixes antárticos (Notothenia rossii e Notothenia coriiceps) submetidos a estresse 
térmico) e o terceiro analisa ao longo do ano os níveis de atividades dos marcadores 
de estresse oxidativo em diferentes órgãos de N. rossii e N. coriiceps (Níveis de 
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atividade dos marcadores de estresse oxidativo em diferentes órgãos de duas 
espécies de peixes antárticos do gênero Notothenia (Notothenioidei: Nototheniidae) 





II. CAPÍTULO 1 
  
Efeito da temperatura de aclimatação no sistema de defesa antioxidante do 
fígado dos nototheniids antárticos Notothenia coriiceps e Notothenia rossii* 
 
* = Artigo publicado:   Comparative Biochemistry and Physiology – Part B: Biochemistry & Molecular 




Este trabalho teve o objetivo de investigar se nototheniids endêmicos da 
Antártica são capazes de passar por ajustes no metabolismo oxidativo e de defesas 
antioxidantes no fígado frente ao aumento da temperatura ambiental. Atividades das 
enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), 
glutationa-S-transferase (GST) e glutationa redutase (GR), e o conteúdo de 
marcadores não enzimáticos do estresse oxidativo como a glutationa reduzida 
(GSH), peroxidação lipídica (LPO) e carbonilação de proteínas (PC), foram medidos 
no fígado de duas espécies de peixes antárticos, Notothenia rossii e Notothenia 
coriiceps, ao longo de 1, 3 e 6 dias expostos a temperatura de 0°C e 8°C. As 
atividades da SOD e CAT não foram alteradas com o aquecimento a 8°C em relação 
a 0°C nas duas espécies estudadas. A atividade da GST foi modulada 
negativamente pelo aquecimento somente em N. rossii em 6 dias de exposição. O 
perfil da atividade da GST e GR em N. rossii e da atividade da GPx em N. coriiceps 
foram alterados pelo aquecimento a 8°C em relação a 0°C. O conteúdo de GSH foi 
modulado positivamente pelo aquecimento a 8°C em N. rossii em 6 dias. Houve um 
aumento de GSH em 3 dias de exposição a 8°C em relação a 1 e 6 dias em N. 
coriiceps. O conteúdo de TBARS foi modulado negativamente pelo aquecimento a 
8°C em relação a 0°C em N. rossii em 3 dias, indicando uma relação positiva com os 
níveis de GST. Não foram observadas alterações nos níveis de peróxidos de 
lipídeos (LOOH) e PC em relação aos tempos de exposição e temperaturas testadas 
nas duas espécies estudadas. Com os resultados do presente estudo podemos 
concluir que o aquecimento a 8°C induziu respostas nos níveis e perfis ao longo do 
tempo, da atividade das enzimas antioxidantes e de defesas antioxidantes, nos 
nototheniids N. rossii e N. coriiceps. Estudos enfatizando outros órgãos devem ser 
realizados possibilitando melhor entendimento sobre o efeito da temperatura no 
sistema antioxidante de peixes antárticos. 
 





1 INTRODUÇÃO  
 
A temperatura é um fator abiótico que influencia muitos processos biológicos 
e que pode determinar e delimitar a distribuição geográfica dos organismos vivos 
(WINDISCH et al., 2011). Nos peixes, a temperatura é um agente estressor 
(WEDEMEYER et al., 1990) e a taxa metabólica de um organismo ectodérmico está 
fortemente relacionada com a temperatura ambiental (CLARKE e JOHNSTON, 
1996) sendo que os mecanismos básicos envolvidos foram descritos por Clarke e 
Fraser (2004).  
Estudos indicam que a tolerância térmica dos organismos está intimamente 
relacionada à sua capacidade aeróbica, uma vez que, tanto o resfriamento como o 
aquecimento, podem alterar o equilíbrio de oxigênio nos tecidos promovendo a 
geração de espécies reativas de oxigênio (EROs), que reagem com lipídeos, 
proteínas e ácidos nucleicos causando o estresse oxidativo e diversos danos às 
células (ABELE et al., 1998; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; STADTMAN E 
LEVINE, 2000; MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2005). Como consequência, os 
organismos podem desenvolver sistemas celulares de defesas antioxidantes 
(ABELE et al., 1998, 2001, MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2005, HEISE et al., 2006) 
que podem ser enzimáticos e não enzimáticos. (SIES, 1985, MARTINEZ-ALVAREZ 
et al., 2005, YILMAZ et al., 2006). 
O Oceano Polar Antártico, é considerado o ambiente marinho mais frio e 
estável termicamente da Terra onde a temperatura do mar nas áreas próximas ao 
continente permanece constante em torno de –1,9ºC, e nas regiões mais ao 
nordeste, na Península Antártica e ilhas, pode variar de +1,5ºC no verão até –1,8ºC 
no inverno (SIDELL, 2000). As atuais pressões ambientais sobre a Antártica 
(CLARKE et al., 2007, HELLMER et al., 2012, ROSS et al., 2012) indicam que a 
temperatura da água em lagos nesta região está aumentando em maior velocidade 
do que a temperatura do ar, devido ao efeito de ampliação, causada pela diminuição 
da camada de gelo (KING, 1994; KING e HARANGOZO, 1998; QUAYALE et al., 
2002, 2003). A temperatura da água no Oceano Austral aumentou cerca de 0.2°C, 
desde 1950, em profundidades de 700 a 1100m, entre 35 e 65ºS e estudos recentes 
mostram que esse aquecimento se estende até águas superficiais (RENWICK, 2002; 
TURNER et al., 2005). 
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A fauna de peixes que habita o Oceano Austral desenvolveu mecanismos de 
adaptação às temperaturas extremamente baixas responsáveis pela sobrevivência 
desses organismos neste ambiente (CROSSLEY, 1995; SOMERO et al.,1996, 
CHEN et al.,1997; JIN e DEVRIES, 2006; DIPRISCO et al.,2007; BRODTE et al., 
2008; CROCKETT, 2011). A aclimatação e a tolerância térmica de organismos 
antárticos a temperaturas elevadas têm sido estudadas, e se intensificado devido às 
mudanças climáticas globais (SOMERO e DEVRIES, 1967; LOWE et al.,2005;  
BRODTE et al., 2008; JIN e DEVRIES 2006; CLARKE et al.,2007; CLARK e PECK, 
2009; BILYK e DEVRIES, 2011; WINDISCH et al., 2011, JAYASUNDARA, 2013). 
A atividade e expressão de enzimas antioxidantes e outros marcadores do 
estresse oxidativo tem sido utilizados para a avaliação de organismos antárticos 
submetidos a estresse térmico. Mueller et al. (2012) trabalharam com a hipótese de 
que a menor tolerância térmica de peixes antárticos da família Chaennichthyidae 
(sangue branco) em comparação com os da família Nototheniidae (sangue 
vermelho) (BILYK e DEVRIES, 2011) pode decorrer de uma maior vulnerabilidade 
dos peixes de sangue branco aos danos oxidativos, em consequência da exposição 
a sua temperatura crítica máxima (CTMax). Os resultados encontrados por Mueller 
et al. (2012) mostraram um aumento nos níveis de proteínas e lipídios oxidados 
somente no coração de icefishes em resposta ao aquecimento podendo contribuir 
para a redução da tolerância térmica nesta espécie. Ansaldo et al. (2000), 
comparando essas duas famílias, em peixes coletados da natureza, em um 
ambiente de baixas temperaturas e altas concentrações de oxigênio, observou que a 
atividade de SOD no sangue foi significativamente maior nos nototheniids enquanto 
que nas brânquias foi maior em channichthyids. Os valores de CAT foram maiores 
em peixes de sangue vermelho em relação aos de sangue branco exceto no 
músculo.  
O presente estudo foi delineado para investigar se o tecido hepático dos 
nototheniids (Notothenia rossii e Notothenia coriiceps) é capaz de passar por ajustes 
no metabolismo oxidativo e de defesas antioxidantes frente ao aumento da 
temperatura ambiental, apesar de viverem em um ambiente frio e estável 
termicamente. Essas duas espécies são filogeneticamente muito próximas (NEAR e 
CHENG, 2008), encontradas nos mesmos locais em muitas regiões da Antártica 
(BELLISIO e TOMO, 1973), mas apresentam distribuições geográficas distintas 
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(GON e HEEMSTRA, 1990) e, portanto, sujeitas a diferentes temperaturas 
ambientais. 
 
2 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Os experimentos foram realizados na Estação Antártica Brasileira 
Comandante Ferraz (EACF) localizada na Baía do Almirantado (61ºS e 63º30’S e 
53º55’W e 62º50’W), Ilha Rei George, no Arquipélago das Shetlands do Sul, 
Península Antártica. As licenças ambientais foram concedidas pelo Grupo de 
Assessoramento Ambiental do Ministério do Meio Ambiente do Brasil. A 
experimentação foi aprovada pelo Comitê de Ética da Universidade Federal do 
Paraná (UFPR) sob o n° 496. 
 
2.1 Bioensaios de temperatura 
 
Notothenia coriiceps (n = 60; TL = 35 ± 3 cm; W = 775 ± 182 g) e Notothenia 
rossii (n = 60; TL = 37 ± 3 cm; W = 791 ± 145 g) foram coletadas com anzol e linha a 
uma profundidade de 10 a 25 metros. Após a coleta os peixes foram mantidos 
durante 3 dias em tanques de 1000 L com condições abióticas controladas, 
salinidade de 35 + 1,0, temperatura de 0 ± 0,5°C e fotoperíodo de 12 horas luz e 12 
horas escuro. A alimentação, a base de músculo epaxial de peixe, ocorreu a cada 
dois dias alternando-se a troca de água dos tanques. 
Em seguida, para cada espécie, os peixes foram randomicamente 
selecionados e transferidos para tanques de 1000L contendo água do mar à 
temperatura de 8 ± 0,5°C (experimentais) por 1, 3 e 6 dias, ou 0 ± 0,5°C (controle) 
pelo período de 1, 3 e 6 dias, sendo que para cada experimento foram utilizados 10 
indivíduos. Salinidade foi de 35 + 1,0 e fotoperíodo de 12 horas luz e 12 horas 
escuro. A temperatura da água dos tanques foi rigorosamente mantida com 
termostatos Aquaterm 09-01T-11457 (Full Cauge) acoplados a aquecedores 
(Altman).  
Após a realização dos bioensaios, os animais foram anestesiados com 
benzocaína 1% (p.v-1) e mortos via secção medular, seguindo-se a retirada de 
amostras de fígado que foram congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em 
freezer a -80ºC. 
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2.2 Métodos Analíticos 
 
As amostras de fígado de N. coriiceps e N. rossii foram homogeneizadas em 
tampão fosfato salina (PBS), pH 7,2 e, em seguida centrifugadas a 12.000 x g a 4ºC 
por 20 minutos. O sobrenadante foi separado para a determinação da concentração 
de proteínas, da atividade das enzimas antioxidantes e dos níveis dos marcadores 
não enzimáticos.  
As leituras espectrofotométricas foram realizadas em leitor de microplacas 
Epoch (Bio-Tech) com exceção da CAT que foi lida no espectrofotometro Shimadzu 
UV-2600 em cubeta de quartzo. 
A concentração de proteínas totais foi determinada de acordo com método de 
Bradford (1976), utilizando o soro de albumina bovina (BSA) para o estabelecimento 
da curva padrão e a absorbância das amostras foi verificada a 545 nm. 
  
2.2.1 Ensaio enzimático das enzimas antioxidantes 
 
A atividade da catalase (CAT) foi avaliada pelo consumo de peróxido de 
hidrogênio (H2O2) espectrofotometricamente a 240nm. O meio de reação continha 
tampão fosfato de potássio (50 mM, pH 7,0) e peróxido de hidrogênio 10mM 
(BEUTLER, 1975). 
A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi determinada segundo a 
metodologia descrita por Crouch et al. (1981), que se baseia na capacidade da 
enzima em inibir a redução do NBT (Azul de nitrotetrazólio) para azul formazan pelo 
O2- gerado pela hidroxilamina em solução alcalina. Essa inibição foi medida 
espectrofotometricamente a 560 nm. 
A atividade da glutationa redutase (GR) foi avaliada espectrofotometricamente 
através da oxidação do NADPH com a concomitante redução da glutationa 
dissulfídica (GSSG) a 340 nm. O meio de reação continha tampão fosfato de 
potássio (100 mM, pH 7,0), EDTA 1 mM, NADPH 0,1 MmM e glutationa oxidada 1 
mM (CARLBERG e MANNERVIK, 1985). 
A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi determinada através da 
oxidação de NADPH a 340 nm. A enzima utiliza glutationa reduzida (GSH) para 
reduzir um peróxido orgânico originando glutationa dissulfídica (GSSG). Esta última 
é reduzida pela enzima glutationa redutase (GR) utilizando elétrons doados pelo 
NADPH (WENDEL, 1981). 
25 
 
A atividade da glutationa-s-tranferase (GST) foi determinada de acordo com a 
metolologia de Keen et al. (1976) utilizando o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 
como substrato. A glutationação do CDNB foi medida espectrofotometricamente em 
340 nm. 
O valores da atividade das enzimas antioxidantes foram expressos em U/mg 
de proteína. Uma unidade de atividade de SOD é definida como a quantidade de 
enzima que inibe a reação de oxidação de NBT por 50% da inibição máxima. Uma 
unidade de atividade de catalase é definida como a quantidade de enzima que 
consome 1mmol de peróxido de hidrogênio por minuto e, uma unidade de GPx, GR 
e GST é definida como a quantidade de enzima que consome 1 µmol de substrato, 
ou a geração de um µmol de produto por minuto. 
  
2.2.2 Marcadores não enzimáticos de estresse oxidativo 
 
A concentração de glutationa (GSH) e outros tióis foram determinados através 
do método descrito por Sedilak e Lindsay (1968). O método baseia-se na 
precipitação de proteínas e posterior reação de tióis não proteicos com o DTNB 
gerando produto que absorve luz a 415 nm. Os Valores de GSH foram expressos 
em nmols de tióis por mg de proteínas. 
O índice de peroxidação lipídica (LPO) foi avaliado pelos níveis de peróxidos 
de lipídeos (LOOH) e pelos níveis dos produtos finais da peroxidação lipídica, 
incluindo o malondialdehyde (MDA), pela reação de TBARS. O conteúdo de LOOH 
foi mensurado pelo método de FOX, descrito por Jiang et al. (1991), que baseia-se 
na oxidação do Fe+2 mediada por peróxidos sob condições ácidas e formação do 
complexo Fe+3 – laranja de xilenol na presença do estabilizador hidroxitolueno 
butilado, que absorve luz a 560 nm. Os níveis de MDA foram determinados 
espectrofotometricamente em 535 nm pela reação de TBARS, utilizando 
malondialdehyde-(bis)-acetate (MDA, Merck, Darmstadt, Germany) como padrão 
(Uchiyama e Mihara, 1978). Os valores de LOOH e TBARS foram expressos em 
nmols de hidroperóxidos por miligrama de proteína e nmols de MDA por grama de 
tecido (gwm) respectivamente.  
A concentração do dano oxidativo em proteínas (PC) foi determinada pela 
medida de grupos carbonil conforme descrito por Levine et al. (1990), onde as 
amostras obtidas foram precipitadas e as proteínas dissolvidas com 
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dinitrofenilidrazina. Os grupamentos carbonil foram mensurados pela absorbância 
em 362 nm. Os resultados foram expressos em nmols de carbonilas por mg de 
proteína. 
 
2.3 Análise dos dados 
 
    Os dados foram previamente testados para normalidade (Kolmogorov–
Smirnov) e homogeneidade de variâncias (Leveve). A atividade enzimática da CAT, 
SOD, GR, GPx e GST e os níveis de GSH, LOOH e CP do grupo controle foram 
comparados aos grupos experimentais utilizando uma análise de variância bifatorial 
(ANOVA two-way), no qual o tempo de exposição (1, 3 e 6 dias) e a temperatura (0 e 
8°C) foram as variáveis categóricas. Em seguida realizou-se o teste de Tukey para a 
comparação das médias. Os dados foram apresentados como média + erro padrão 




3.1 Enzimas antioxidantes 
 
Os valores médios + SEM da determinação da atividade das enzimas 
antioxidantes em N. coriiceps e N. rossii estão apresentados nas tabelas 1 e 2. 
 
Tabela 1: Valores médios + SEM da atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-
s-transferase (GST), glutationa peroxidades (GPx) e glutationa redutase (GR) no fígado de Notothenia coriiceps, 
expostos as temperaturas de 0°C e 8°C por um, três e seis dias. O número de amostras para cada análise foi 10 
exceto para 0°C – 3 dias (n = 8) e 8°C – 1 dia (n=9). Valores expressos em U/mg protein. 
 SOD CAT GST GPX GR 
0°C – 1 dia 88,64 + 8,11 1,43 + 0,12 1,98 + 0,18 0,23 + 0,02 0,04 + 0,01 
0°C – 3 dias 30,91 + 3,75 0,62 + 0,06 2,38 + 0,18 0,15 + 0,03 0,04 + 0,01 
0°C – 6 dias 27,22 + 1,43 0,59 + 0,04 2,36 + 0,10 0,68 + 0,15 0,04 + 0,01 
8°C – 1 dia 83,35 + 7,43 1,06 + 0,18 2,26 + 0,16 0,24 + 0,04 0,03 + 0,01 
8°C – 3 dias 39,13 + 4,67 1,03 + 0,20 2,03 + 0,11 0,09 + 0,02 0,04 + 0,01 





Tabela 2: Valores médios + SEM da atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 
glutationa-s-transferase (GST), glutationa peroxidades (GPx) e glutationa redutase (GR) no fígado de Notothenia 
rossii, expostos as temperaturas de 0°C e 8°C por um, três e seis dias. O número de amostras para cada análise foi 
10 exceto para 0°C – 3 dias (n = 8) e 8°C – 1 dia (n=9). Valores expressos em U/mg protein. 
 SOD CAT GST GPX GR 
0°C – 1 dia 9,38 + 1,38 1,37 + 0,19 1,84 + 0,11 0,20 + 0,02 0,08 + 0,01 
0°C – 3 dias 32,50 + 3,87 0,93 + 0,13 2,57 + 0,16 0,12 + 0,02 0,04 + 0,01 
0°C – 6 dias 15,51 + 0,49 0,61 + 0,04 2,73 + 0,06 0,27 + 0,02 0,05 + 0,01 
8°C – 1 dia 10,77 + 1,74 0,95 + 0,13 1,83 + 0,15 0,21 + 0,03 0,10 + 0,02 
8°C – 3 dias 34,79 + 2,55 0,81 + 0,12 2,24 + 0,13 0,11 + 0,02 0,04 + 0,01 




O aquecimento a 8°C não modulou os níveis de SOD em relação a 0°C nas 
duas espécies analisadas (figs. 1A e B). No entanto foram observadas diferenças no 
perfil da atividade da SOD entre as espécies ao longo dos tempos de exposição. Em 
N. coriiceps, tanto a 0˚C quanto a 8˚C, os níveis da SOD nos grupos de 3 e 6 dias 
foram menores em relação aos de 1 dia (fig. 1A) enquanto que em N. rossii seus 
valores foram aumentados nos grupos de 3 dias em relação aos de 1 e 6 dias (fig. 
1B). 
O aquecimento em 8°C não modulou os níveis de CAT em relação a 0°C nas 
duas espécies analisadas (figs. 1C e D). O perfil da atividade da CAT foi semelhante 
para ambas as espécies ao longo dos tempos de exposição. Nos grupos controle 
(0°C) os níveis de CAT diminuíram significativamente em 3 e 6 dias de experimento 
enquanto que, nos grupos experimentais (8˚C) houve diminuição da atividade 
somente em de 6 dias.  
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Figura 1: Atividade da superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) no fígado de Notothenia 
coriiceps (A e C) e Notothenia rossii (B e D), expostos a 0°C e 8°C (circulo vazio e quadrado cheio 
respectivamente) durante 1, 3 e 6 dias. As linhas verticais indicam médias + SEM. As letras 
minúsculas diferentes indicam que há diferenças entre os tempos de exposição em cada temperatura 
(0°C e 8°C). Asteriscos indicam diferenças significativas (P ≤ 0,05) entre as temperaturas (0°C e 8°C). 
 
O aquecimento a 8˚C, em N. coriiceps, não modulou os níveis de GST em 
relação a temperatura e tempo de exposição de 0˚C. Já, em N. rossii o aquecimento 
em 8°C modulou negativamente os níveis de GST em relação a temperatura de 0˚C 
(figs. 2A e B), em 6 dias de experimento. Ao longo do tempo, em N. rossii, foi 
observado aumento nos níveis de GST nos grupos controle (0°C) de 3 e 6 dias de 
exposição o que não aconteceu nos grupos experimentais (8°C) (fig 2B).   
O aquecimento a 8°C não modulou os níveis de GR em relação a 0°C nas 
duas espécies analisadas (figs. 2C e D). O perfil da atividade da GR foi diferente 
para as espécies ao longo dos tempos de exposição, em N. coriiceps os valores 
obtidos não mostraram interação com os tempos de exposição e temperaturas 
testadas (fig. 2C). Já em N. rossii os níveis de GR não variaram entre os grupos 
controle enquanto que nos grupos experimentais os valores de GR diminuíram em 3 
e 6 dias de exposição (fig. 2D).  
O aquecimento a 8°C não modulou os níveis de GPx em relação a 0°C nas 
duas espécies analisadas (figs. 2E e F).  No entanto, o perfil da atividade da GPx foi 
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diferente para as espécies ao longo dos tempos de exposição.  Em N. coriiceps, a 
8˚C, houve aumento de GPx em 6 dias enquanto que a 0˚C os níveis não variaram 
ao longo dos tempos de exposição (fig. 2E). Em N. rossii, houve modulação negativa 
nos grupos experimentais e nos controles em 3 dias de exposição, porem em 6 dias 
houve aumento dos níveis de GPx retornando aos níveis dos grupos de 1 dia de 
exposição para ambas as temperaturas testadas. 














































































































































Figura 2: Atividade da glutationa S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e glutationa 
peroxidase (GPx) no fígado de Notothenia coriiceps (A, C e E) e Notothenia rossii (B, D e F), expostos 
a 0°C e 8°C (circulo vazio e quadrado cheio respectivamente) durante 1, 3 e 6 dias. As linhas verticais 
indicam médias + SEM. As letras minúsculas diferentes indicam que há diferenças entre os tempos 




3.2 Índices de estresse oxidativo 
 
Os valores médios + SEM da determinação dos marcadores não enzimáticos 
do estresse oxidativo em N. coriiceps e N. rossii estão apresentados nas tabelas 3 e 
4. 
 
Tabela 3: Valores médios + SEM dos níveis de glutationa reduzida (GSH), peróxidos de lipídeos (LOOH), 
malondialdehyde (MDA) e carbonilação de proteínas (PC) no fígado de Notothenia coriiceps, expostos as 
temperaturas de 0°C e 8°C por um, três e seis dias. O número de amostras para cada análise foi 10 exceto 
para 0°C – 1 dia (n = 9). Valores expressos em GSH: [tiois] nmoles. mg proteína-1, LOOH: [hidroperóxido] 
nmols. mg proteína-1, MDA: [MDA] µmols . gwm-1, PC: [carbonilas] nmols. mg proteína-1 
 GSH LOOH MDA PC 
0°C – 1 dia 66,90 + 5,15 0,0016 + 0,0003 11,27 + 0,99 0,0256 + 0,0022 
0°C – 3 dias 125,32 + 19,44 0,0015 + 0,0004 10,15 + 0,58 0,0174+ 0,0034 
0°C – 6 dias 102,69 + 16,11 0,0029 + 0,0003 10,32 + 0,98 0,0173 + 0,0023 
8°C – 1 dia 71,52 + 12,23 0,0015 + 0,0004 12,56 + 0,91 0,018 + 0,002 
8°C – 3 dias 147,91 + 19,97 0,0017 + 0,0005 12,37 + 0,86 0,020 + 0,002 




Tabela 4: Valores médios + SEM dos níveis de glutationa reduzida (GSH), peróxidos de lipídeos 
(LOOH), malondialdehyde (MDA) e carbonilação de proteínas (PC) no fígado de Notothenia rossii, 
expostos as temperaturas de 0°C e 8°C por um, três e seis dias. O número de amostras para cada 
análise foi 10 exceto para 0°C – 1 dia (n = 9). Valores expressos em GSH: [tiois] nmoles. mg proteína-1, 
LOOH: [hidroperóxido] nmols. mg proteína-1, MDA: [MDA] µmols . gwm-1, PC: [carbonilas] nmols. mg 
proteína-1  
 GSH LOOH MDA PC 
0°C – 1 dia 144,43 + 12,14 0,0054 + 0,0007 10,54 + 1,32 0,0245 + 0,0036 
0°C – 3 dias 81,90 + 17,66 0,0005 + 0,0004 17,54 + 2,84 0,0178 + 0,0022 
0°C – 6 dias 12,91 + 2,22 0,0043 + 0,0003 10,13 + 0,79 0,0175 + 0,0020 
8°C – 1 dia 122,47 + 17,97 0,0051 + 0,0011 9,57 + 1,12 0,0221 + 0,0027 
8°C – 3 dias 137,06 + 27,50 0,0052 + 0,0005 11,61 + 1,16 0,0149 + 0,0016 






O aquecimento a 8°C não modulou os níveis de GSH em relação a 0°C em N. 
coriiceps. No entanto, sua concentração nos grupos experimentais aumentou em 3 
dias em relação a 1 e 6 dias de exposição. Em 0˚C, a concentração de GSH 
manteve-se constante ao longo dos tempos de exposição (fig. 3A). O aquecimento 
em 8°C modulou os níveis de GSH em relação a 0°C em N. rossii onde, em 6 dias, 
esses níveis foram significativamente maiores nos grupos experimentais em relação 
as grupos controle. Quanto aos tempos de exposição, os níveis de GSH diminuíram 
consideravelmente em 6 dias nas duas temperaturas em relação a 1 e 3 dias de 
exposição (fig. 3B). 
O conteúdo de MDA foi modulado negativamente pelo aquecimento a 8°C em 
N. rossii, onde em 3 dias, esses níveis foram significativamente maiores em 0˚C em 
relação a 8˚C. Ao longo do tempo, em N. rossii, foi observado aumento nos níveis de 
MDA nos grupos controle (0°C) somente em 3 dias de exposição o que não 
aconteceu nos grupos experimentais (8°C) (fig 3F). Em N. coriiceps, o aquecimento 
a 8°C não modulou os níveis de MDA em relação a 0°C e aos tempos de exposição 
(fig. 3E).  
Não foram encontradas diferenças significativas nos níveis de LOOH e PC em 
relação aos tempos de exposição e temperaturas testadas nas duas espécies 










Figure 3: Gluatationa reduzida (GSH), peróxidos de lipídeos (LOOH), malondialdehyde (MDA) e 
carbonilação de proteínas (PC) no fígado de Notothenia coriiceps (A, C, E e G) e Notothenia rossii (B, 
D, F e H), expostos a 0°C e 8°C (circulo vazio e quadrado cheio respectivamente) durante 1, 3 e 6 
dias. As linhas verticais indicam médias + SEM. As letras minúsculas diferentes indicam que há 
diferenças entre os tempos de exposição em cada temperatura (0°C e 8°C). Asteriscos indicam 





4 DISCUSSÃO  
 
A atividade e a expressão de enzimas antioxidantes têm sido utilizadas para a 
avaliação de organismos antárticos submetidos a estresse térmico (PARK et 
al.,2008a, PARK et al.,2008b, MUELLER et al.,2012), já que estudos indicam que o 
aumento na temperatura do ambiente pode aumentar o consumo de oxigênio que, 
por sua vez, promove a geração de ROS (ABELE et al.,1998, 2001). Neste contexto, 
testamos se o aumento da temperatura ambiental altera os níveis de algumas 
enzimas do metabolismo oxidativo e de defesas antioxidantes no fígado de dois 
nototheniids antárticos, N. rossii e N. coriiceps, adaptados a um ecossistema estável 
e de baixas temperaturas. 
Neste trabalho, a temperatura de 0°C foi escolhida como controle e encontra-
se dentro da média da variação térmica encontrada nas áreas próximas na 
Península Antártica e ilhas do Oceano Austral (Sidell, 2000), onde os peixes foram 
capturados. A temperatura experimental de 8°C fica próxima da tolerância térmica 
de peixes antárticos demonstrada em trabalhos como Somero e DeVries (1967), 
Pörtner et al.,(2004), Lowe e Davison (2005). 
A SOD e a CAT são importantes enzimas do metabolismo oxidativo, onde a 
SOD, pela reação com o íon superóxido, forma peróxido de hidrogênio que será 
decomposto em água e oxigênio pela CAT (AEBI,1984). Algumas isoformas de SOD 
foram bem caracterizadas em peixes, incluindo peixes antárticos (CASSINI et 
al.,1997; KEN et al.,2003; LESSER, 2006; SANTOVITO et al.,2006), mostrando que 
essas proteínas evoluíram para manter a função catalítica sobre uma vasta gama de 
temperatura (CASSINi et al., 1997; ABELE e PUNTARULO, 2004; LESSER, 2006). 
Neste trabalho, o aquecimento em 8°C não modulou os níveis de SOD e CAT em 
relação a 0°C nas duas espécies analisadas. Mueller et al. (2012) também não 
encontraram alterações nos níveis de CAT em coração e músculo de peixes 
antárticos, dentre eles N. coriiceps, em resposta a exposição a sua CTMax, no 
entanto foi observado diminuição dos níveis de transcrição da SOD em corações de 
icefishes (sangue branco) e Gobionotothen gibberifrons (sangue vermelho), 
sugerindo que esses organismos podem ter reduzido a capacidade para elevar os 
níveis de antioxidantes em resposta ao estresse térmico. O fato de não observarmos 
diferenças significativas na atividade da CAT e SOD frente ao aumento da 
temperatura ambiental pode estar vinculado ao órgão de escolha, neste caso o 
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fígado, e que, nas espécies analisadas, outros órgãos ou tecidos podem estar 
envolvidos nesta defesa. Em N. rossii coletados da natureza foram encontrados 
valores de SOD aproximadamente duzentas vezes maiores no sangue do que no 
fígado (ANSALDO et al., 2000). Estudos indicam que os eritrócitos possuem 
mecanismos responsáveis pela defesa frente a alta formação de ânion superóxido, 
em consequência das altas concentrações de oxigênio que é transportado por essas 
células (HOLETON, 1970; CASSINI et al.,1993). Em invertebrados antárticos, alguns 
trabalhos têm demonstrado maiores variações nos níveis de SOD em brânquias em 
relação a outros tecidos analisados em resposta ao estresse térmico (ABELE et 
al.,1998; PARK et al.,2008) mostrando que as brânquias são mais suscetível a 
variações de temperatura. 
 Os níveis da SOD em N. coriiceps, assim como os níveis de CAT, nas duas 
espécies estudadas, foram modulados negativamente ao longo do tempo indicando 
uma inibição dessa enzima. Já em N. rossi os níveis de atividade da SOD foram 
modulados positivamente em 3 dias em relação a 1 e 6 dias. Lushchak et al.(2006) 
verificaram a atividade de enzimas antioxidantes em Carassius auratus (goldfish) 
expostos a choque térmico (de 21°C para 35°C) por 1,6 e 12 horas e observou, no 
fígado, um aumento acentuado da SOD (3-fold) em 6 horas, seguido de diminuição 
(1,5-fold) em 12 horas. Nesse mesmo estudo, a atividade da CAT diminuiu cerca de 
3-fold em relação ao controle em 1 hora de exposição ao choque térmico, porem 
aumentou aos níveis do controle em 6 e 12 horas. Bagnyukova et al. (2007), ao 
submeterem C. auratus cold aclimatados (3°C) ao aumento agudo da temperatura 
(23°C) verificaram diminuição nos níveis de CAT após 48 horas de exposição a 
23°C, seguido de aumento desses níveis em 120 horas. 
As enzimas antioxidantes GSH dependentes (GPx, GR e GST) também são 
marcadores utilizados na avaliação da relação entre o estresse oxidativo e o 
estresse térmico em peixes tropicais e temperados (HEISE at al. 2006; LEGGATT et 
al., 2007; BAGNYUKOVA et al., 2007; GRIM et al., 2013), porem, em peixes 
antárticos, ainda não se tem registro do comportamento desse sistema antioxidante 
frente ao aumento da temperatura ambiental. Estes marcadores em peixes 
antárticos foram avaliados sob outras condições de estresse como a exposição a 
pesticidas (GHOSH et al.,2013) e a metais pesados (BENETTI et al.,2007). A ação 
da GPx consiste em consumir H2O2 transformando a glutationa reduzida (GSH) em 
glutationa oxidada (GSSG) (WENDEL, 1981). A GR por sua vez, age regenerando a 
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glutationa na sua forma reduzida (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Neste 
trabalho, somente em N. rossii o aquecimento em 8°C modulou, de forma negativa, 
os níveis de GST em relação a 0°C. No entanto, o aquecimento a 8°C não foi capaz 
de modular os níveis de GR e de GPx em relação a 0°C nas duas espécies 
estudadas. Em peixes temperados submetidos ao estresse térmico, os níveis das 
enzimas GSH dependentes também não foram modulados pelo aquecimento em 
diferentes tecidos (LUSHCHAK et al., 2006; LEGGATT et al., 2007; GRIM et al., 
2013).  
Ao longo do tempo apenas a GPx, em N. coriiceps, teve uma resposta ao 
aquecimento com o aumento nos níveis de atividade em 6 dias no grupo 
experimental (8°C). Já em N. rossii foi possível observar, ao longo do tempo, um 
aumento nos níveis de GST nos grupos controle (0°C) e diminuição nos níveis de 
GR ao longo do tempo nos grupos experimentais (8°C). Bagnyukova et al.,(2007) 
verificaram um aumento acentuado da GPx, no fígado de  C. auratus, em 6 horas de 
exposição ao aquecimento (23°C), seguido de diminuição dos níveis em 120 horas 
e, não foram observadas alterações de GST e GR, ao longo do tempo de exposição 
ao aquecimento. 
O conteúdo de GSH presente nas células é utilizado como marcador não 
enzimático de estresse oxidativo (SEDILAK e LINDSAY, 1968; HALLIWELL e 
GUTTERIDGE, 2007; GRIM et al., 2013). Em N. coriiceps, o aquecimento em 8°C 
não modulou os níveis de GSH mas, ao longo do tempo observamos um aumento 
dos níveis de GSH em 3 dias a 8°C em relação a 1 e 6 dias enquanto que a 0°C não 
houve modulação. Em fígado de C. auratus submetidos ao choque térmico (23°C), 
Bagnyukova et al. (2007) observaram aumento significativo nos níveis de GSH em 
24 horas de exposição, seguido por diminuição aos níveis do controle em 48 e 120 
horas. Em N. rossii, houve modulação positiva nos níveis de GSH, em resposta ao 
aquecimento de 8°C quando comparado a 0°C. Respostas semelhantes foram 
observadas por Leggatt et al. (2007) que verificaram, em fígado e cérebro de 
Fundulus heteroclitus (killifish) e, Lushchak et al. (2005) em fígado e músculo de C. 
auratus. No entanto ao longo do tempo, a modulação da GSH em N. rossii, foi 
negativa, em 6 dias nas duas temperaturas testadas, mostrando um decréscimo 
significativo desse marcador a 0°C em relação a 8°C. Acreditamos que a diminuição 
da GSH ao longo do tempo, pode estar relacionada com o aumento dos níveis de 
GST encontrados, a partir de 3 dias em peixes mantidos a 0°C, uma vez que esta 
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enzima utiliza a GSH para promover a associação deste tripeptídeo com metabólitos 
potencialmente perigosos para as células, ajudando na excreção dessas 
substâncias (LEAVER e GEORGE, 1998). É importante salientar que, a glutationa é 
um tri-péptido que, na sua forma reduzida (GSH), pode neutralizar ROS e também 
serve como um cofator importante para várias enzimas antioxidantes glutationa-
dependentes (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). No entanto, além do consumo 
da GSH pelas vias metabólicas já citadas, aspectos relacionados a síntese da GSH, 
frente ao aumento da temperatura, devem ser considerado. Leggatt et al. (2007) 
verificaram em linhagem de células hepáticas de rainbow trout (Oncorhynchus 
mykiss), expostas as temperaturas de 10, 18 e 26°C diminuições nos níveis de GSH, 
ao longo do tempo nas 3 temperaturas, porém, um declínio significativamente maior 
em 26°C. A modulação negativa encontrada por Leggatt et al. (2007) deve-se a 
utilização de inibidores da síntese de GSH, podendo sugerir que, a modulação 
positiva encontrada em nosso estudo pode ser decorrente de um aumento na 
síntese de GSH em resposta ao aquecimento a 8°C em N. rossii.  
 A evolução do estresse oxidativo é evidenciada por alterações nos níveis de 
marcadores de dano oxidativo que podem ser produtos da oxidação de proteína e de 
lipídios (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; STADTMAN e LEVINE, 2000; 
HERMES-LIMA, 2004; LUSHCHAK, 2011). O processo de LPO, iniciado pela reação 
de um radical livre com um ácido graxo insaturado, propagado pela formação de 
radicais peroxilas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999, LIMA e ABDALLA, 2001) e a 
quantificação de PC (SHACTER, 2000) são importantes marcadores não 
enzimáticos para o estresse oxidativo. 
Os níveis de LOOH, não foram alterados nem pelo tempo de experimento 
nem entre as temperaturas nas duas espécies estudadas. O método de FOX, 
utilizado neste trabalho determina a concentração de hidroperóxidos (JIANG et al., 
1991), produtos da oxidação inicial de lipídeos, e, são moléculas instáveis que, após 
serem formadas, se quebram ou se conjugam com outras moléculas resultando em 
produtos secundários da lipoperoxidação (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). A 
LPO por ser um processo complexo, necessita ser avaliada por meio de abordagens 
metodológicas distintas (LIMA e ABDALLA, 2001), e neste trabalho, determinamos 
também a concentração de MDA, visando obtermos informações mais consistentes 
sobre os níveis de LPO relacionados ao estresse térmico em peixes antárticos. Os 
níveis de MDA foram modulados negativamente pelo aquecimento a 8°C em 3 dias 
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de exposição em N. rossii. O aumento dos níveis de MDA e GST em 3dias a 0°C 
indica uma possível up-regulação dessa enzima pelo aumento nos níveis de MDA, 
uma vez que a GST está envolvida na detoxicação dos produtos da lipoperoxidação 
(HERMES-LIMA, 2004; BAGNYUKOVA et al., 2006), sustentada pela redução dos 
níveis de MDA em 6 dias a 0°C. Em N. corriiceps, não observamos interação entre 
os níveis de MDA em relação as temperaturas testadas e entre os tempos de 
exposição. Regoli et al. (2005), avaliaram a resposta para o aumento natural das 
condições pró-oxidativas, que acontece no início da primavera austral, em 
Pleuragrama antarcticum e detectaram níveis elevados de MDA. O aumento nos 
níveis de MDA e PC em corações de icefishes, mas não em nototheniids, em 
resposta a exposição a CTMax, foi verificado por Mueller et al. (2012). Os níveis de 
PC não variaram com o aumento da temperatura nas duas espécies estudadas. 
Park et al. (2008) também não observaram modulação desse marcador no 
invertebrado Lanternula elliptica após o aquecimento a 10°C. O nível de PC está 
intimamente ligado à geração de ROS e são modificações oxidativas irreversíveis 
relativamente difíceis de ser induzidas, pois outros mecanismos além do sistema 
antioxidante, são utilizados na proteção das células contra esse dano, como por 
exemplo, a ação de chaperonas (DALLE-DONNE et al., 2003). 
Levando-se em consideração os estudos que indicam uma tendência de 
aquecimento da Antártica, em especial da península Antártica, a necessidade de 
ajustes metabólicos dos organismos antárticos frente a estas oscilações de 
temperatura e a importância de entendermos os mecanismos celulares pelos quais 
os organismos antárticos se defendem contra o estresse oxidativo imposto pela 
elevação da temperatura, podemos concluir neste trabalho, que o aquecimento a 
8°C induziu respostas nos níveis e perfis ao longo do tempo, da atividade das 
enzimas antioxidantes e de defesas antioxidantes, nos nototheniids N. rossii e N. 
coriiceps. Estudos enfatizando outros órgãos devem ser realizados possibilitando 





III. Capítulo 2 
 Avaliação da expressão hepática da proteína do choque térmico (HSP70) em 
duas espécies de peixes antárticos (Notothenia rossii e Notothenia coriiceps) 




O objetivo deste trabalho foi avaliar os níveis da proteína do choque térmico 
(HSP70) em tecido hepático em duas espécies de peixes antárticos (Notothenia 
rossii e Notothenia coriiceps) submetidos a estresse térmico (8˚C) por 1, 3 e 6 dias 
através do método de Western Blotting. O interesse na resposta de choque térmico 
de espécies marinhas da Antártida foi motivado pelo fato do Oceano Antártico ser 
um ambiente muito estável e ter uma estreita faixa de temperatura. No entanto, 
estudos indicam que a resposta de choque térmico clássica está ausente em 
algumas espécies de peixes antárticos. Neste estudo, não foi possível verificar uma 
modulação dos níveis de HSP70 em resposta ao aquecimento a 8ºC em relação a 
0°C nas duas espécies analisadas e nos tempos de exposição às temperaturas 
testadas. Os resultados obtidos neste trabalho corroboram o existente na literatura e 
se estendem para N. rossii e N. coriiceps. Contudo, torna-se necessário a realização 
de mais estudos sobre a expressão da HSP70 e o aumento da temperatura 
ambiental para entendermos melhor as respostas de choque térmico em peixes 
antárticos. 
 




As HSPs (Heat Shock Proteins) pertencem a uma família de proteínas de 
baixo peso molecular, altamente conservadas, que agem como chaperonas visando 
estabilizar proteínas desnaturadas e prevenindo a formação de agregados 
citotóxicos (PARSELL e LINDQUIST, 1993; HARTL, 1996; FINK, 1999). Dentre as 
diferentes HSPs, a HSP70 é a mais estudada e tem papel essencial na resposta 
celular do organismo, sendo expressa de forma constitutiva e atuando na 
manutenção das condições fisiológicas das células (FEDER e HOFMANN, 1999; 
DEANE e WOO, 2011). No entanto, a expressão de HSP70 é rapidamente induzida 
quando as células são expostas a agentes estressores, tais como variações bruscas 
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de temperatura e oxigênio, exposições a contaminantes industriais e agrícolas 
(WEBER e JANZ, 2001; PORTER e JANZ, 2003). Nestas condições, a HSP70 atua 
impedindo a desnaturação de proteínas e inibindo ou promovendo a apoptose 
(CARNEVALI e MARADONNA, 2003; PARCELLIER et al., 2003). 
Estudos confirmam que a família das HSP70 está envolvida com a adaptação 
de animais aquáticos a condições adversas (SCHLESINGER 1990; SANDERS 
1993; FEDER e HOFMANN 1999; DEANE et al., 2002; HEREDIA-MIDDLETON, 
2008; WANG et al., 2007; YANG et al., 2009). Aumento da síntese de HSP70 em 
resposta ao estresse térmico envolvendo peixes tem sido relatada em trabalhos 
como o de Lund et al. (2002) que utilizaram esse marcador para determinar os 
limiares de temperatura para estresse térmico em salmão (Salmo salar). Currie et al. 
(2000) observaram aumento na transcrição do gene HSP70 em células do sangue, 
cérebro, coração, fígado e músculo de trutas (Oncorhynchus mykiss) submetidas a 
aumento da temperatura ambiental. Dalvi et al. (2012) verificaram em brânquias, 
cérebro, músculo e fígado de Horabagrus brachysoma uma regulação positiva da 
expressão da HSP70 com o aumento da temperatura de aclimatação. A expressão 
do fator de transcrição de choque térmico foi aumentada durante a aclimatação do 
peixe dourada (Sparus sarba) a baixa temperatura (DEANE e WOO, 2005). 
O interesse na resposta de choque térmico de espécies marinhas da Antártida 
foi motivado pelo fato do Oceano Antártico ser um ambiente muito estável e ter uma 
estreita faixa de temperatura (CLARK e PECK, 2009, PECK, 2011). No entanto, 
Hofmann et al. (2000) observaram que a resposta de choque térmico clássica esta 
ausente no peixe antártico Trematomus bernacchii. Mais investigações em outras 
espécies de peixes antárticos (T. bernacchii, Pagothenia borchgrevinki e Harpagifer 
antarcticus) mostraram que não foi apenas a falta de resposta ao estresse térmico, 
mas que a forma induzida de HSP70 não foi afetada pelo cádmio (um metal tóxico 
que provoca desnaturação protéica) e MG132 (um inibidor da actividade de 
proteassoma que resulta em danos proteicos) também não conseguiram induzir a 
expressão da HSP70 (HOFMANN et al., 2000, BUCKLEY et al., 2004, CLARKE e 
PECK, 2009). Place et al. (2004), ao submeterem peixes antárticos (T. bernacchii) e 
dois notothenioids não antárticos (Bovichtus variegatus e Notothenia angustata) a 
10°C por 2 horas, verificaram que apenas os notothenioids não antárticos exibiram 
uma regulação positiva da HSP70 com o aumento da temperatura. 
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O presente trabalho tem como objetivo avaliar a expressão da proteína de 
choque térmico (HSP70) em tecido hepático em duas espécies de peixes antárticos 
(Notothenia rossii e Notothenia coriiceps) submetidos a estresse térmico (8˚C) por 1, 
3 e 6 dias. Neste trabalho, a temperatura de 0°C foi escolhida como controle e 
encontra-se dentro da média da variação térmica encontrada nas áreas próximas na 
Península Antártica e ilhas do Oceano Austral (SIDELL, 2000), onde os peixes foram 
capturados. A temperatura experimental de 8°C fica próxima da tolerância térmica 
de peixes antárticos demonstrada em trabalhos como Somero e DeVries (1967), 
Pörtner  (2004) e Lowe e Davison (2005). 
 
2 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Os experimentos foram realizados na Estação Antártica Brasileira 
Comandante Ferraz (EACF) localizada na Baía do Almirantado (61ºS e 63º30’S e 
53º55’W e 62º50’W), Ilha Rei George, no Arquipélago das Shetlands do Sul, 
Península Antártica. As licenças ambientais foram concedidas pelo Grupo de 
Assessoramento Ambiental do Ministério do Meio Ambiente do Brasil. A 
experimentação foi aprovada pelo Comitê de Ética da Universidade Federal do 
Paraná (UFPR) sob o n° 496. 
 
2.1 Bioensaios de temperatura 
 
Notothenia coriiceps (n = 60; TL = 35 ± 3 cm; W = 775 ± 182 g) e Notothenia 
rossii (n = 60; TL = 37 ± 3 cm; W = 791 ± 145 g) foram coletadas com anzol e linha 
na Baía do Almirantado. Após a coleta os peixes foram mantidos durante 3 dias em 
tanques de 1000 L com condições abióticas controladas, salinidade de 35 + 1,0, 
temperatura de 0 ± 0,5°C e fotoperíodo de 12 horas luz e 12 horas escuro. A 
alimentação, a base de músculo epaxial de peixe, ocorreu a cada dois dias 
alternando-se a troca de água dos tanques. 
Em seguida, para cada espécie, os peixes foram randomicamente 
selecionados e transferidos para tanques de 1000L contendo água do mar à 
temperatura de 8 ± 0,5°C (experimentais) por 1, 3 e 6 dias, ou 0 ± 0,5°C (controle) 
pelo período de 1, 3 e 6 dias, sendo que para cada experimento foram utilizados 10 
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indivíduos. A salinidade foi de 35 + 1,0 e fotoperíodo de 12 horas luz e 12 horas 
escuro. A temperatura da água dos tanques foi rigorosamente mantida com 
termostatos Aquaterm 09-01T-11457 (Full Cauge) acoplados a aquecedores 
(Altman).  
Após a realização dos bioensaios, os animais foram anestesiados com 
benzocaína 1% (p v-1) e mortos via secção medular, seguindo-se a retirada de 
amostras de fígado que foram congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em 
freezer a -80ºC. 
 
2.2 Métodos Analíticos 
 
As amostras de fígado de N. coriiceps e N. rossii (200mg) foram 
homogeneizadas em 500μL de tampão HEPES 20mM, NaCl 15mM, Triton X-100 
1%, NP-40 1% (inibidores de protease Benzamidina 20mM, EDTA 10mM, 
Iodocetamida 10mM, Pepstatina 5μg/mL, 1,10 Fenantrolina 5mM, PMSF 2mM) e, em 
seguida centrifugadas a 12.000 g a 4ºC por 10 minutos. O sobrenadante com as 
proteínas extraídas foi transferido para um novo tubo, onde foram processadas as 
análises. 
A concentração de proteínas totais foi determinada de acordo com método de 
Bradford (1976), utilizando o soro de albumina bovina (BSA) para o estabelecimento 
da curva padrão e a absorbância das amostras foi verificada a 545 nm. 
 
2.2.1 Eletroforese em gel de poliacrilaminda 
 
As proteínas extraídas foram analisadas por eletroforese em gel de 
poliacrilamida. Uma alíquota do extrato de proteínas foi submetida a um gel de 
corrida (acrilamida 10%) em tampão Tris-base 150mM contendo SDS 1mM (pH 8,8), 
seguido do gel de empilhamento (acrilamida 5%) também em tampão Tris-base 
50mM contendo SDS 1mM (pH 6,8).  
Imediatamente após a corrida as proteínas do gel foram transferidos para a 
membrana de nitrocelulose em câmara de Western Blot contendo tampão de 




2.2.2 Ensaio imunológico de Western Blotting 
 
As membranas foram coradas com Ponceau-S (Ácido Acético Glacial 3% e 
Ponceau S 0,2%) por 10 minutos e, em seguida, secas sobre papel toalha. Com 
base no marcador de peso molecular (ColorBurst™ Electrophoresis Marker - Sigma) 
a membrana contendo as proteínas foi separada na faixa de aproximadamente 
50kDa onde, parte da membrana contendo as proteínas com pesos maiores que 
50kDa foi incubada por duas horas na presença do anticorpo primário (anti-HSP70 
marca BD diluído 1:1000 em TBST + leite Molico 5%), e a parte da membrana 
contendo as proteínas com pesos menores que 50kDa foi incubada por duas horas 
na presença do anticorpo primário (anti-Actina marca BD diluído 1:1000 em TBST + 
leite Molico 5%). Em seguida as membranas foram lavadas cinco vezes, por cinco 
minutos, com tampão TBST e incubadas com o anticorpo secundário (anti-mouse 
conjugado com fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) diluído 1:1000 em TBST + leite 
Molico 5%) por duas horas à temperatura ambiente.  
As membranas foram lavadas três vezes com tampão TBST por cinco 
minutos e em seguida o material foi coberto com cromógenos da fosfatase alcalina 
Premixed BCIP/NBT, (Sigma-Aldrich), permanecendo nesta solução até o 
aparecimento das bandas de marcação das proteínas. Após o aparecimento das 
bandas, as membranas de nitrocelulose foram mergulhadas em água destilada para 
parar a reação.  
 
2.3 Análise dos dados  
  
As membranas com as bandas de HSP70 e actina foram digitalizadas e a 
expressão das proteínas foi quantificada através da análise da intensidade relativa 
de cinza das bandas. A intensidade das bandas foi quantificada pelo programa 
ImageJ. 
A análise estatística dos dados foi determinada através do test-t de student, 







Os anticorpos tiveram afinidade e especificidade com as proteínas extraídas 
do fígado dos peixes em estudo. As figuras 1 e 2 exibem o resultado do Western blot 
da proteína HSP70 no fígado de N. rossii e N. coriiceps expostos a 0°C e 8°C 






Figura 1: Representação do Western blot da proteína HSP70 no fígado de Notothenia rossii expostos 





Figura 2: Representação do Western blot da proteína HSP70 no fígado de Notothenia coriiceps 
expostos a 0°C e 8°C durante 1, 3 e 6 dias (A,B e C respectivamente). 
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As Figuras 3 e 4 representam o efeito da aclimatação sobre os níveis da 
HSP70 no fígado de N. rossii e N. coriiceps expostos a 0°C e 8°C (quadrado vazio e 
quadrado cheio respectivamente) durante 1, 3 e 6 dias. A análise da intensidade das 
bandas de β-actina foi utilizada como normalizador, sendo os resultados expressos 
em unidades arbitrárias da razão HSP70/ β-actina.  
O aquecimento a 8°C não modulou os níveis de HSP70 em relação a 0°C nas 

























Figura 3: Efeito da aclimatação sobre os níveis da HSP70 no fígado de Notothenia rossii expostos a 
0°C e 8°C (quadrado vazio e quadrado cheio respectivamente) durante 1, 3 e 6 dias. Estão 
representados os valores da média da densidade relativa das bandas HSP70/Actina em unidades 
arbitrárias ± erro padrão da média; não houve diferença significativa (P<0,05, teste t). 
 
























Figura 4: Efeito da aclimatação sobre os níveis da HSP70 no fígado de Notothenia coriiceps expostos 
a 0°C e 8°C (quadrado vazio e quadrado cheio respectivamente) durante 1, 3 e 6 dias. Estão 
representados os valores da média da densidade relativa das bandas HSP70/Actina em unidades 




O objetivo do presente estudo foi verificar se o aquecimento a 8ºC era capaz 
de induzir uma resposta da proteína do choque térmico (HSP70) em tecido hepático 
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em duas espécies de peixes antárticos, N. rossii e N. coriiceps, por 1, 3 e 6 dias de 
exposição.  
Bioensaios anteriores, publicados (MACHADO et al., 2014) e ainda não 
publicados, realizados, pelo grupo de pesquisa de Biologia Adaptativa do 
Departamento de Biologia Celular – UFPR, em condições semelhantes 
demonstraram que há uma grande variabilidade de resposta ao estresse térmico 
entre as duas espécies estudadas (N. rossii e N. coriiceps). Fato esse que nos 
instigou a avaliar os mecanismos de resposta desses organismos fazendo um 
estudo comparativo dos níveis da HSP70 entre as duas espécies. Contudo, neste 
estudo, não foi possível verificar uma modulação dos níveis de HSP70 em resposta 
ao aquecimento a 8ºC em relação a 0°C nas duas espécies analisadas e nos tempos 
de 1,3 e 6 dias de exposição as temperaturas. Este resultado está de acordo com 
outros autores que não observaram indução da resposta de choque térmico nos 
peixes antárticos: três espécies do gênero Trematomus (CARPENTER e 
HOFMANN,  2000; HOFMANN et al., 2000), Pagothenia borchgrevinki, Lycodichthys 
dearborni (PLACE e HOFMANN, 2005) e Harpagifer antarcticus (CLARK et al., 
2008). Este estudo estende as observações anteriores sobre a alteração da resposta 
das proteínas termicamente sensíveis (HSP70) para duas espécies de peixes 
antárticos (N. rossii e N. coriiceps). 
A maioria dos estudos envolvendo HSP70 e aumento da temperatura em 
peixes antárticos foi conduzida em curto período de tempo (até 12hs) e em 
temperaturas que variaram de 4°C a 6°C (CARPENTER e HOFMANN, 2000, PLACE 
et al., 2004, BUCKLEY et al., 2004, HOFMANN et al., 2005, PLACE e HOFMANN, 
2005, CLARK et al., 2008). Apenas T. bernacchii foi testado por um período de 
aclimatação de 3 semanas a 4°C (CARPENTER e HOFMANN, 2000; HOFMANN et 
al., 2000) e estes apresentaram uma resposta celular ao estresse clássica, com um 
aumento na expressão de HSP70 em relação aos peixes coletados diretamente da 
natureza (CLARK e PECK, 2009, PECK, 2011). No entanto, como esses 
experimentos não contaram com um controle experimental, como no presente 
estudo, torna difícil a interpretação dessa resposta em relação à temperatura (4ºC) e 
ao tempo de 3 semanas.  
A proteína de choque térmico (HSP70) é uma das principais proteínas 
envolvida na resposta ao estresse (CLARK e PECK, 2009, GROSS, 2004) e 
resposta de choque térmico clássica foi identificada na maioria das espécies 
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estudadas com exceção de organismos antárticos e uma espécie de hidra (Hydra 
oligactis) (BOSCH et al., 1988, CLARK e PECK, 2009). Estudos demonstram que a 
ausência de regulação da HSP70 de peixes antárticos em resposta ao aumento da 
temperatura está relacionada, em parte, a uma mutação na região de ligação do 
fator de transcrição HSF1 (BUCKLEY et al., 2004) e, também devido a esses 
organismos possuírem, constitutivamente, níveis elevados de isoformas induzíveis 
de HSP70 devido ao aumento dos níveis de desnaturação proteica causados pelo 
frio (TOMANEK, 2010, CLARK et al., 2008, PLACE et al., 2004). 
Portanto, a perda de resposta do choque térmico em organismos marinhos da 
Antártida é de grande interesse, dadas as previsões de mudanças climáticas, como 
o rápido aumento da temperatura da água do mar previstos ao longo da Península 
Antártica (TURNER et al., 2005, CLARKE et al., 2007, ROSS et al., 2012), podendo 
colocar esses animais em risco (PECK et al., 2004). Contudo, torna-se necessário a 
realização de mais estudos sobre a expressão da HSP70 e aumento da temperatura 
ambiental, envolvendo N. rossii, N. coriiceps e outras espécies e diferentes tempos 




IV. Capítulo 3 
Níveis de atividade dos marcadores de estresse oxidativo em diferentes 
órgãos de duas espécies de peixes antárticos do gênero Notothenia 
(Notothenioidei: Nototheniidae) da Baia do Almirantado, Ilha Rei George, 





O presente estudo investigou as variaçoes naturais e temporais  de 
parâmetros de estresse oxidativo: atividades da superóxido dismutase (SOD), 
catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST) e níveis de peroxidação lipídica 
(MDA) em diferentes órgãos de duas espécies de peixes antárticos, Notothenia 
rossii e Notothenia coriiceps. A amostragem foi realizada durante as Expedições 
Antárticas XXVII (2009), XXVIII (2010) e XXIX (2011), na Baia do Almirantado, Ilha 
Rei George, Península Antártica. Variações anuais e mensais na eficiência de 
antioxidantes foram observadas nas duas espécies estudadas. Em N. coriiceps 
variações nos níveis de SOD foram observadas em encéfalo e brânquias e de MDA 
no coração e em N. rossii nos níveis de SOD no fígado e de MDA no coração. 
Variações mensais da CATe GST foram observadas nas brânquias de N. coriiceps e 
em N.rossii a SOD no encéfalo e músculo e GST em fígado. Os órgãos e 
marcadores utilizados neste estudo exibiram respostas distintas para as duas 
espécies estudadas. Também foram encontradas variações nos níveis dos 
marcadores para as duas espécies em órgãos específicos. Marcadores como a SOD 
nas brânquias e de MDA no coração, de ambas as espécies, mostraram ser uma 
opção na avaliação de parâmetros antioxidantes. Este estudo forneceu uma 
contribuição adicional sobre o sistema antioxidante de N. rossii e N. coriiceps cujas 
alterações nas respostas bioquímicas podem representar uma ferramenta útil para o 
biomonitoramento do ambiente antártico. Porém, maiores estudos devem ser feitos 
visando elucidar o efeito dos fatores abióticos sazonais no sistema antioxidante de 
peixes antárticos. 
 





O ambiente aquático é extremamente dinâmico e os animais que vivem nesse 
meio enfrentam alterações ambientais como mudanças rápidas ou extremas na 
concentração de O2 dissolvido, pH e salinidade, o que podem ocasionar estresse e 
reduzir a capacidade em manter a homeostase (MARIANO et al., 2009). Os peixes 
que habitam o Oceano Antártico estão expostos a elevados níveis de oxigênio 
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dissolvido na água do mar que termicamente é muito fria e a mudanças acentuadas 
na disponibilidade de alimentos (ABELE e PUNTARULO, 2004; REGOLI et al., 2004, 
2005).  
Em peixes de regiões temperadas, as variações de temperatura e a 
sazonalidade da disponibilidade de alimentos são fatores importantes que afetam as 
taxas metabólicas, a atividade locomotora e o crescimento desses organismos 
ectotérmicos (KIRCHIN et al., 1992, MALANGA et al., 2007). As temperaturas das 
águas do Oceano Antártico são muito baixas, porém muito estáveis em comparação 
com as águas temperadas. Embora as variações sazonais da temperatura sejam 
pequenas, elas podem ser detectadas com temperaturas mais altas durante o verão 
austral e tendem a ser maiores em águas superficiais e em menores latitudes 
(CLARKE, 1988, DEVRIES e STEFFENSEN, 2005). Variações sazonais no 
crescimento e na reprodução de organismos marinhos antárticos foram relacionadas 
a pequenos aumentos da temperatura no verão (EVERSON, 1970; BURCHETT et 
al., 1983; NORTH e WHITE, 1987, CLARKE, 1988). 
Talvez mais do que a temperatura, a principal influencia da sazonalidade no 
Oceano Antártico é a variação anual da luminosidade, juntamente com um grande 
ciclo anual de extensão do gelo do mar (ZWALLY et al., 1979, CLARKE, 1988, 
BARGAGLI, 2005; CONVEY, 2007). Tomados em conjunto, estes dois fatores são 
responsáveis pela sazonalidade marcante na produtividade primária que tem efeitos 
profundos sobre a biologia dos produtores secundários no Oceano Antártico, tanto 
de plâncton quanto de  bentos (DEVRIES e STEFFENSEN, 2005, BARGAGLI, 2005; 
CONVEY, 2007). Vale ressaltar que a sazonalidade da produção primária, assim 
como as variações da temperatura, tende a aumentar em direção as baixas latitudes 
do Oceano Antártico (HARRINGTON, 1986, CLARKE, 1988, DEVRIES e 
STEFFENSEN, 2005).  
A sazonalidade imposta pelo padrão anual de produção primária no Oceano 
Austral é percebida mais claramente na biologia das espécies herbívoras (CLARKE, 
1988; DEVRIES e STEFFENSEN, 2005). Nos organismos que ocupam níveis mais 
elevados da cadeia alimentar, como os peixes, a dieta ao longo do ano, pode vir a 
ser menos acoplada a esta sazonalidade. No entanto, a literatura tem demonstrado 
para algumas espécies de peixes antárticos, padrões sazonais distintos de 
crescimento e composição energética atribuídos à dieta. Apesar do alimento estar 
disponível durante todo o ano para estes peixes, eles parecem se alimentar 
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extensivamente no verão (BURCHETT, 1983, CLARKE, 1988, RAGA et al., 2014, no 
prelo). 
A eficiência das defesas antioxidantes pode ser influenciada por variações 
sazonais de fatores ambientais como a temperatura, disponibilidade de alimentos e 
fotoperíodo (ABELE e PUNTARULO, 2004). Alterações sazonais no metabolismo 
dos radicais livres têm sido relatados em animais ectotérmicos marinhos, incluindo 
peixes bentônicos, salmonete (Mullus barbatus L.) e  tainha (Liza ramada) 
(PAVLOVIĆ et al., 2004, 2010), poliquetas estuarinos (ABELE-OESCHGER et al., 
1994, GERACITANO et al., 2004; KELLER et al., 2004) e em várias espécies de 
bivalves (LESSER e KRUSE, 2004, MANDUZIO et al., 2004, BOCCHETTI et al., 
2008,  MALANGA et al., 2007). Benedetti et al. (2010) estudaram a eficiência de 
antioxidantes basal em três notothenioides antárticos, Trematomus bernacchii, 
Trematomus hansoni e Trematomus newnesi e flutuações sazonais em T. bernacchii 
amostrados durante diferentes períodos do ciclo reprodutivo, derretimento do gelo e 
crescimento do fitoplâncton foram descritas. Os autores observaram diferenças 
apenas limitada entre os três notothenioids, com maiores valores de antioxidantes 
em T. hansoni e T. newnesi.  No entanto, ainda são escassas as informações sobre 
a influencia sazonal ou a variação ao longo do ano dos parâmetros antioxidantes em 
peixes Antárticos, principalmente em peixes localizados em regiões de altas latitudes 
onde essas variações são maiores. 
Avaliação das variações naturais na eficiência antioxidante em peixes pode 
ser útil na interpretação adequada dos estudos de campo, para discriminar fatores 
de estresse naturais e a variabilidade natural (PAVLOVIĆ et al., 2010, BENEDETTI, 
2010). Estudos sobre a suscetibilidade ao estresse oxidativo em organismos da 
Antártica também são importantes para monitorar o impacto das atividades humanas 
nas áreas remotas e para o desenvolvimento de biomarcadores, revelando 
perturbação do estado redox e oxidativo em relação a diferentes classes de agentes 
químicos (REGOLI et al., 2004, 2005, BENETTI et al., 2007, GHOSH et al.,2013).  
O presente trabalho tem como objetivo analisar ao longo do ano os níveis de 
atividades dos marcadores de estresse oxidativo em diferentes órgãos de duas 
espécies de peixes antárticos do gênero Notothenia (Notothenioidei: Nototheniidae) 




2 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.1 Local de Coleta  
 
A Baía do Almirantado, localizada na Ilha Rei George, arquipélago das 
Shetlands do Sul tem uma área aproximada de 122 km2 (RAKUSA-SUSZCZEWSKI 
et al., 1993) atingindo profundidades de 535 m na região central (SICIŃSKI et al., 
2011). Apresenta uma linha de costa bastante variável (RAKUSA-SUSZCZEWSKI, 
1995), com uma topografia e geomorfologia de fundo complexas (SICIŃSKI et al., 
2011) sendo a mais conhecida a da Ezcurra Inlet (Marsz, 1983). A Baía é aberta 
para o sul em direção ao Estreito de Bransfield, de onde recebe águas derivadas do 
Mar de Bellingshausen e do Mar de Weddell (GORDON e NOWLIN, 1978; SICIŃSKI 
et al., 2011). A dinâmica das marés, os ventos e o regime sazonal são os principais 
responsáveis pela circulação de água no interior da Baía (RAKUSA-SUSZCZEWSKI 
et al., 1993; BROMBERG, 1999; SICIŃSKI et al., 2011). No verão predominam 
águas mais quentes, em torno de 2,3°C e menos salinas, em torno de 33,5, devido a 
maior influência das águas do Mar de Bellingshausen e no inverno, sob maior 
influência do Mar de Weddell predominam as águas mais frias (-0,8°C) e mais 
salinas (34,4) (SICIŃSKI et al., 2011). Segundo Pruszak (1980), uma troca completa 
da camada superficial do mar, até 100 m ocorre em aproximadamente 1 a 2 
semanas, sendo estas responsáveis, segundo Lipski (1987), pela variação na 
concentração de clorofila a na Baía ao longo do ano. As águas superficiais da Baía 
são bem oxigenadas, com valores entre 7.0 e 9.2 cm3 L-1 na Ezcurra Inlet 
(SARUKHANYAN & TOKARCZYK, 1988). O fundo do mar da Baía do Almirantado 
tem composição variada sendo formado por pedras, seixos, cascalho, areia e/ou 
lama dependendo a região analisada (NONATO et al., 1992a, b; SICIŃSKI, 2004).  A 
Baía do Almirantado congela em períodos irregulares e segundo KRUSZEWSKI 




Os exemplares de N. rossii e N. coriiceps  foram capturados com linha e anzol 
na Baía do Almirantado durante as Expedições Antárticas XXVII (2009), XXVIII 
(2010) e XXIX (2011). As pescas foram realizadas com auxílio de botes pneumáticos 
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do tipo “Zodiac” e MK6 ou a bordo da lancha oceanográfica “Skua”. Os peixes 
capturados foram transportados para a Estação Antártica Comandante Ferraz 
(EACF) e, num período de no máximo 24 horas, foram anestesiados em benzocaína 
1% (p v-1) e mensurados em comprimento total e padrão em cm ~0.1 cm e pesados 
em g ~0,1 g. O sexo foi determinado macroscopicamente e indivíduos adultos e 
juvenis em N. rossii foram determinados segundo Burchett (1983b) e em N. coriiceps 
segundo Sapota (1999). Após a obtenção das variáveis morfométricas os animais 
foram mortos para a retirada de tecidos que foram congelados em freezer -30◦C. 
 
2.3 Métodos Analíticos 
 
As amostras de fígado, músculo, coração, brânquias, encéfalo e rim de N. 
coriiceps e N. rossii foram homogeneizadas em tampão fosfato salina (PBS), pH 7,2 
e, em seguida centrifugadas a 12.000 g a 4ºC por 20 minutos. O sobrenadante foi 
separado para a determinação da concentração de proteínas, da atividade das 
enzimas antioxidantes e dos níveis dos marcadores não enzimáticos.  
As leituras espectrofotométricas foram realizadas em leitor de microplacas 
Epoch (Bio-Tech) com exceção da CAT que foi lida no espectrofotometro Shimadzu 
UV-2600 em cubeta de quartzo. 
A concentração de proteínas totais foi determinada de acordo com método de 
Bradford (1976), utilizando o soro de albumina bovina (BSA) para o estabelecimento 
da curva padrão e a absorbância das amostras foi verificada a 545 nm. 
 
2.3.1 Ensaio enzimático das enzimas antioxidantes 
 
A atividade da catalase (CAT) foi avaliada pelo consumo de peróxido de 
hidrogênio (H2O2) espectrofotometricamente a 240nm. O meio de reação continha 
tampão fosfato de potássio (50 mM, pH 7,0) e peróxido de hidrogênio 10mM 
(BEUTLER, 1975). 
A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi determinada segundo a 
metodologia descrita por Crouch et al., (1981), que se baseia na capacidade da 
enzima em inibir a redução do NBT (Azul de nitrotetrazólio) para azul formazan pelo 
O2- gerado pela hidroxilamina em solução alcalina. Essa inibição foi medida 
espectrofotometricamente a 560 nm. 
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A atividade da glutationa-s-tranferase (GST) foi determinada de acordo com a 
metolologia de Keen et al. (1976) utilizando o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 
como substrato. A glutationação do CDNB foi medida espectrofotometricamente em 
340 nm. 
Os valores da atividade das enzimas antioxidantes foram expressos em U/mg 
de proteína. Uma unidade de atividade de SOD é definida como a quantidade de 
enzima que inibe a reação de oxidação de NBT por 50% da inibição máxima. Uma 
unidade de atividade de CAT e GST é definida como a quantidade de enzima que 
consome 1 µmol de substrato, ou a geração de um µmol de produto por minuto. 
  
2.3.2 Índice de peroxidação lipídica (LPO) 
 
Os níveis de LPO foram determinados espectrofotometricamente em 535 nm 
pela reação de TBARS, utilizando malondialdehyde-(bis)-acetate (MDA, Merck, 
Darmstadt, Germany) como padrão (UCHIYAMA e MIHARA, 1978). Os valores 
foram expressos em nmols de MDA por miligrama de proteína. 
 
2.4 Análise dos dados 
     
Os dados foram previamente testados para normalidade (Kolmogorov–Smirnov) 
e homogeneidade de variâncias (Leveve). A atividade enzimática da CAT, SOD e 
GST e os níveis de MDA foram comparados entre os órgãos e o tempo (meses) 
utilizando uma análise de variância bifatorial (ANOVA one-way). Em seguida 
realizou-se o teste de Tukey para a comparação das médias. Os dados foram 
apresentados como média + erro padrão da média (SEM), as diferenças foram 
consideradas significativas se p < 0.05.  
 
3 RESULTADOS  
 
3.1 Aspectos da população  
               
Um total de 67 espécimes de N. rossii foram utilizados neste estudo dos quais 35 
eram fêmeas, 27 machos e 5 de sexo indeterminado (Tabela 1). O comprimento total 
dos espécimes variou entre as médias de 24,00+0,00  e 33,75+2,62 cm (Tabela 1) e 




Tabela 1: Valores médios (± desvio padrão) mensais de peso em gramas (g), 
comprimento total e padrão em centímetros (cm) e sexo de Notothenia rossii coletados na 
Baía do Almirantado, Antártica. Estão apresentados numero de indivíduos capturados (n) 
entre parênteses, os valores médios ± desvio padrão, máximo e mínimo, o sexo (♀ = 
fêmea, ♂ = macho, Ind = indeterminado) e juvenis = J. 
 
 





1 mar-09 525,83 + 142,28 (6) 33,75 + 2,62 (6) 29,35 + 2,27 (6) 3♀/3♂ 
2 mai-09 443,00 + 199,24 (5) 31,88 + 5,29 (5) 30,34 + 4,88 (5) 3♀/2♂ 
3 jun-09 243,33 + 47,92 (6) 27,67 + 1,60 (6) 24,18 + 1,28 (6) 5♂/1 ind 
4 nov-09 348,09 + 168,81 (6) 29,25 + 4,40 (6) 25,25 + 4,03 (6) 1♀/4♂/1 ind 
5 dez-09 239,04 + 70,72 (7) 26,97 + 2,30 (7) 23,34 + 2,29 (7) 5♀/2♂ 
6 jan-10 400,00 + 244,44 (6) 30,60 + 6,05 (6) 26,67 + 5,78 (6) 3♀/3♂ 
7 mar-10 185,00 + 21,21 (2) 24,00 + 0,00 (2) 20,00 + 0,00 (2) 2J 
8 abr-10 255,00 + 35,36 (2) 27,00 + 1,41 (2) 23,25 + 1,06 (2) 2♀ 
9 mai-10 282,50 + 81,96 (6) 28,33 + 3,27 (6) 24,17 + 3,09 (6) 2♀/4♂ 
10 jun-10 259,17 + 60,94 (6) 27,42 + 2,42 (6) 23,83 + 1,54 (6) 6♀ 
11 out-10 186,67 + 96,09 (3) 24,50 + 4,27 (3) 21,67 + 3,82 (3) 1♀/1♂/1 ind 
12 dez-10 457,50 + 306,82 (6) 31,68 + 7,11 (6) 27,50 + 6,52 (6) 3♀/3♂ 
13 jan-11 408,83 + 195,90 (6) 30,32 + 3,79 (6) 26,60 + 3,40 (6) 1♀/5♂ 
 
      Quanto a N. coriiiceps, 64 espécimes foram coletados dos quais 37 eram 
fêmes, 20 machos e 3 de sexo indeterminado (Tabela 2). O comprimento total de N. 
coriiceps variou entre as médias de 30,50+ 8,67  e 39,93+2,53  cm e o peso variou 
entre as médias de 381,25+ 41,91  e 1004,17+ 161,23  g (Tabela 2). 
 
Tabela 2: Valores médios (+ desvio padrão) mensais de peso em gramas (g), comprimento 
total e padrão em centímetros (cm) e sexo de Notothenia coriiceps coletados na Baía do 
Almirantado, Antártica. Estão apresentados numero de indivíduos capturados (n) entre 
parênteses, os valores médios + desvio padrão, máximo e mínimo, o sexo (♀ = fêmea, ♂ = 
macho, Ind = indeterminado) e juvenis = J 
 
 





1 mar-09 851,83 + 139,45 (6) 37,60 + 1,63 (6) 32,80 + 1,58 (6) 1♀/5♂ 
2 abr-09 938,33 + 116,13 (6) 38,00 + 1,63 (6) 33,92 + 3,34 (5) 4♀/2♂ 
3 nov-09 695,72 + 173,80 (5) 37,84 + 3,73 (5) 33,42 + 2,68 (5) 4♀/2♂ 
4 dez-09 852,50 + 256,43 (6) 39,17 + 3,83 (6) 34,75 + 3,33 (6) 5♀/1♂ 
5 jan-10 1004,17 + 161,23 (6) 39,93 + 2,53 (6) 35,37 + 2,45 (6) 3♀/3♂ 
6 mar-10 863,75 + 555,18 (4) 36,25 + 7,05 (4) 32,00 + 6,72  (4) 3♀/1♂ 
7 mai-10 457,50 + 212,69 (6) 30,67 + 5,12 (6) 27,33 + 4,61 (6) 2♀/2♂/2J 
8 jun-10 760,00 + 433,56 (3) 35,50 + 8,67 (3) 31,00 + 7,70 (3) 1♀/1♂/1 ind 
9 out-10 381,25 + 41,91 (4) 30,50 + 1,00 (4) 26,88 + 1,25 (4) 1♀/3♂ 
10 dez-10 1104,17 + 519,04 (6) 44,33 + 2,56 (6) 39,17 + 2,04 (6) 6♀ 
11 jan-11 827,00 + 523,83 (5) 36,30 + 9,32 (5) 31,70 + 8,41 (5) 5♀ 
12 fev-11 1057,50 + 470,23 (2) 39,75 + 5,30 (2) 34,75 + 4,60 (2) 2♀ 
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3.2 Enzimas antioxidantes 
 
3.2.1 Superóxido dismutase (SOD) 
 
Os valores dos níveis de SOD em brânquias de N. rossii não apresentaram 
diferenças significativas entre os meses e os anos analisados (Figura 1E), assim 
como no coração, com exceção do mês de janeiro de 2011 onde foram encontrados 
valores significativamente menores para SOD em relação aos meses de janeiro, 
março, abril e maio de 2009 (Figura 1C). Em encéfalo de N rossii os valores de SOD 
mostraram uma variação anual em 2009, e esses valores foram menores em março, 
maio e junho em relação a novembro e dezembro deste ano (Figura 1A). Variação 
anual similar ao encéfalo pode ser percebida em músculo de N. rossii em 2009 
(Figura 2A). No fígado de N. rossii foi possível observar uma variação da SOD entre 
os anos de 2009 e 2010 onde valores menores foram encontrados em 2009 (Figura 
2C). O rim exibiu maiores valores de SOD em maio e outubro de 2010 em relação a 
maioria dos outros meses analisados (Figura 1E). 
Em N. coriiceps, os valores dos níveis de atividade de SOD em músculo não 
apresentaram variação significativa entre os meses e os anos amostrados (Figura 
2B). Nas brânquias e no encéfalo pode-se observar variação da SOD entre os anos 
amostrados onde em 2009 esses valores foram maiores em relação a 2010 e 
2011(Figuras 2F e 1B). No encéfalo, houve variação mensal em 2010 onde os 
valores referentes a janeiro foram significativamente maiores que os outros meses 
amostrados deste ano (Figura 1 B). No fígado de N. coriiceps houve pequena 
variação entre os meses de 2009 e 2010 onde os primeiros mostraram valores 
menores em relação ao segundo (Figura 2D). O coração de N. coriiceps exibiu 
maiores valores de SOD em janeiro e junho de 2010 em relação à maioria dos 
outros meses analisados (Figura 1D), enquanto que no rim, os valores de SOD 
foram maiores em março de 2009 quando comparados com a maiorias dos meses 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 1: Variação mensal da atividade (U/mg proteína) de SOD no encéfalo (A), coração (C) e rim 
(E) de Notothenia rossii e no encéfalo (B), coração (D) e rim (F) de Notothenia coriiceps. Os dados 
são expressos como média ± erro padrão. Os números em cima das barras indicam que há 













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 2: Variação mensal da atividade (U/mg proteína) de SOD no músculo (A), fígado (D) e 
brânquia (E) de Notothenia rossii e no músculo (B), fígado (D) e brânquia (F) de Notothenia coriiceps. 
Os dados são expressos como média ± erro padrão. Os números em cima das barras indicam que há 







3.2.2 Catalase (CAT) 
 
Os valores de CAT em coração de N. rossii não apresentaram diferenças 
significativas entre os meses e os anos analisados (Figura 3C). O fígado exibiu 
maiores valores de CAT em janeiro de 2010 em relação a todos os outros meses 
amostrados (Figura 4C) e no rim de N. rossii os valores de CAT apresentaram pico 
em maio de 2010 (Figura 3E). No encéfalo, os valores de CAT em maio, junho, 
outubro e dezembro de 2010 foram maiores em relação a maioria dos outros meses 
amostrados, exibindo uma variação mensal em relação aos meses do início deste 
ano (Figura 3A). Nas brânquias, os maiores valores para CAT foram outubro de 
2010 e janeiro de 2011 e no músculo dezembro de 2009 e junho de 2010 (Figuras 
4E e 4A). 
Em N. coriiceps, a CAT no fígado exibiu um pico em março de 2009 (Figura 
4D). No coração os valores de CAT foram maiores em dezembro de 2009 em 
relação aos outros meses analisados (Figura 3D). Nas brânquias de N. coriiceps 
pode-se observar variação mensal da CAT em 2009 onde esses valores foram 
maiores em dezembro em relação aos outros meses e em 2010 sendo observado 
um pico em janeiro (Figura 4F) e em 2011, fevereiro foi o mês onde os valores de 
CAT foram maiores em relação aos outros meses amostrados neste ano (Figura 4F). 
No encéfalo, não foi observado variação entre os meses e os anos amostrados com 
excessão de dezembro de 2009 que exibiu valores menores em relação aos outros 
meses (Figura 3B). No rim de N. coriiceps, os valores de CAT em dezembro de 2009 
e janeiro de 2010 foram significativamente maiores que novembro de 2009 e junho e 





































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 3: Variação mensal da atividade (U/mg proteína) de CAT no encéfalo (A), coração (C) e rim 
(E) de Notothenia rossii e no encéfalo (B), coração (D) e rim (F) de Notothenia coriiceps. Os dados 
são expressos como média ± erro padrão. Os números em cima das barras indicam que há 












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 4: Variação mensal da atividade (U/mg proteína) de CAT no músculo (A),  fígado (D) e 
brânquia (E) de Notothenia rossii e no músculo (B), fígado (D) e brânquia (F) de Notothenia coriiceps. 
Os dados são expressos como média ± erro padrão. Os números em cima das barras indicam que há 







3.2.2 Glutationa-S-transferase (GST) 
 
Em N. rossii, os valores de GST no encéfalo, músculo e rim não 
apresentaram diferenças significativas entre os meses e os anos analisados, com 
exceção do rim de 2011 que exibiu um pico em janeiro (Figuras 5A, 6A e 5E). No 
fígado houve variação mensal em 2009 onde em dezembro foram encontrados os 
maiores valores de GST (Figura 6C). No coração de N. rossii a GST apresentou os 
maiores valores em dezembro de 2009, janeiro de 2010 e de 2011 (Figura 5C). Nas 
brânquias, os maiores valores para a GST foram observados em novembro de 2009 
e janeiro de 2011 (Figura 6E). 
Em N. coriiceps, os valores de GST em rim apresentaram diferenças 
significativas entre os anos amostrados e os menores valores foram observados em 
2009 com excessão de junho e outubro de 2010 (Figura 5F). No fígado, menores 
valores de GST foram encontrados em março de 2009 e março e maio de 2010 
(Figura 6C). No encéfalo, os valores de GST exibiram um pico em março de 2010 
(Figura 5B). Não foram encontradas diferenças significativas nos valores da GST em 
coração com exceção de janeiro de 2010 e 2011 que exibiram valores maiores que 
abril de 2009 e outubro de 2010 (Figura 5D. Em músculo de N. coriiceps a GST foi 
significativamente maior em outubro de 2010 em relação a novembro e dezembro de 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 5: Variação mensal da atividade (U/mg proteína) de GST no encéfalo (A), coração (C) e rim 
(E) de Notothenia rossii e no encéfalo (B), coração (D) e rim (F) de Notothenia coriiceps. Os dados 
são expressos como média ± erro padrão. Os números em cima das barras indicam que há 









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 6: Variação mensal da atividade (U/mg proteína) de GST no músculo (A),  fígado (D) e 
brânquia (E) de Notothenia rossii e no músculo (B), fígado (D) e brânquia (F) de Notothenia coriiceps. 
Os dados são expressos como média ± erro padrão. Os números em cima das barras indicam que há 









3.3 Índice de peroxidação lipídica (LPO) 
 
Em N. rossii, os níveis de MDA não variaram no fígado entre os meses e anos 
amostrados (Figuras 8C). No encéfalo, músculo e brânquias também não houve 
grandes variações nos níveis de MDA, mas, o encéfalo exibiu pico em maio de 2009 
e o músculo em maio de 2010 (Figuras 7A, 8A e 8E). Foi possível observar variação 
anual nos níveis de MDA no coração de N rossii que foram maiores em 2009 em 
relação aos outros anos amostrados (Figura 7C). No rim de N. rossii os níveis de 
MDA foram mais altos em dezembro de 2010 e janeiro de 2011 (Figura 7E).  
Em N. coriiceps, os níveis de MDA no encéfalo, fígado e rim não 
apresentaram diferenças significativas entre os meses e os anos analisados, com 
excessão do encéfalo que exibiu um pico em junho de 2011 (Figuras 7B, 8D e 7F). 
Nas brânquias houve variação mensal em 2010 onde em outubro e dezembro foram 
encontrados os maiores níveis de MDA (Figura 8F). No coração de N. coriiceps os 
níveis de MDA foram maiores em novembro e dezembro de 2009 e janeiro de 2010 

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 7: Variação mensal dos níveis de LPO (concentração de MDA em nmols/mg proteína) no 
encéfalo (A), coração (C) e rim (E) de Notothenia rossii e no encéfalo (B), coração (D) e rim (F) de 
Notothenia coriiceps. Os dados são expressos como média ± erro padrão. Os números em cima das 
barras indicam que há diferenças significativas entre os meses amostrados (P ≤ 0,05) e * indica 





























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 8: Variação mensal dos níveis de LPO (concentração de MDA em nmols/mg proteína) no 
músculo (A),  fígado (D) e brânquia (E) de Notothenia rossii e no músculo (B) e fígado (D) e brânquia 
(F) de Notothenia coriiceps. Os dados são expressos como média ± erro padrão. Os números em 
cima das barras indicam que há diferenças significativas entre os meses amostrados (P ≤ 0,05) e * 












O Brasil juntamente com outros países, em 1996, propôs um plano de 
gerenciamento para designar a Baía do Almirantado e seus arredores como uma 
Área Antártica Especialmente Gerenciada (ASMA#1) durante a XX Reunião do 
Comitê das Partes Consultivas do Tratado Antártico (ATCM, 2005) e em 2007 
durante a XXX reunião do mesmo comitê (ATCM, 2007), determinou-se a realização 
de programas de monitoramento científicos a longo prazo nos componentes 
biológicos da ASMA#1. Dessa forma, o crescente interesse científico em obter 
dados para a elaboração do plano de gerenciamento da Baía do Almirantado 
motivou o desenvolvimento deste trabalho que teve o objetivo de avaliar as 
variações naturais e temporais na eficiência antioxidante em diferentes órgãos de 
duas espécies de peixes antárticos, N. rossii e N. coriiceps,  uma vez que são 
escassas as informações sobre a influência sazonal ou a variação ao longo do ano 
dos parâmetros antioxidantes em peixes Antárticos.  
Neste trabalho, a ausência de coletas e consequentemente de informações 
em alguns meses do ano impossibilitou as análises sazonais, mas permitiu a 
identificação de variações entre os meses e anos amostrados. Limitações climáticas 
e congelamento da superfície marinha (ice Pack) impossibilitaram e/ou dificultaram 
as saídas de campo. 
Variações anuais na eficiência de antioxidantes foram observadas em N. 
coriiceps nos níveis de SOD em encéfalo e brânquias e de MDA no coração e em N. 
rossii nos níveis de SOD no fígado e de MDA no coração. Em ambas as espécies, 
maiores valores, com exceção de SOD no fígado de N. rossii, foram observados em 
2009. A variação nos níveis de MDA no coração N. coriiceps ficou restrita aos meses 
de verão que em 2009/2010 foram significativamente maiores quando comparados 
com  2010/2011. Níveis de SOD e de MDA mais elevados são indicativos de 
estresse que, no caso de MDA, indicam maiores danos oxidativos nos lipídios das 
células no referido órgão (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999, STADTMAN e 
LEVINE, 2000).  Já,  a SOD é uma importante enzima antioxidante de primeira ação 
que atua neutralizando o superóxido de oxigênio, uma ROS,  causadora de danos 
celulares (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999, HERMES-LIMA, 2004). Estudos 
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demonstraram que temperaturas baixas são fatores que proporcionam a formação 
de ROS favorecendo o estresse térmico (ABELE e PUNTARULO, 2004, WEBER e 
BOSWORTH, 2005, LESSER, 2006). A dinâmica irregular da temperatura e do 
congelamento do mar na Baía do Almirantado, pode estar influenciando esta 
variação. Segundo Kruszewski, (1999) a Baía do Almirantado congela em períodos 
irregulares e a persistência do gelo também varia de um ano para outro. Dados 
meteorológicos indicam que a temperatura média do ar em 2009 foi mais baixa em 
relação a 2010 (CPTEC, 2014) e houve congelamento do mar em 2009 (observação 
pessoal).  
Variações mensais ao longo do ano também foram detectadas nesse estudo e 
podem estar ligadas as variações sazonais de luminosidade, temperatura,  
derretimento do gelo do mar e disponibilidade de alimento. Isso pode ser observado 
nas brânquias de N. coriiceps em que os valores de CAT e GST foram 
significativamente maiores nos meses relativos ao verão de 2009 em relação aos 
outros meses. Padrões similares a este foram também encontrados para SOD no 
encéfalo e músculo e GST em fígado de N. rossii. O início do verão austral é 
caracterizado por variações acentuadas em fatores biológicos e ambientais que são 
conhecidas por modular o metabolismo de oxidantes nos organismos marinhos, 
como a liberação maciça de nutrientes inorgânicos, o desenvolvimento de algas e a 
fotoativação de matéria orgânica dissolvida (GÜNTHER et al., 1999; GUGLIELMO et 
al., 2000, YOCIS et al., 2000, QIAN et al., 2001, ABELE e PUNTARULO, 2004, 
REGOLI et al., 2005, BENEDETTI et al., 2010). Regoli et al. (2005) mostraram que 
estes fatores pró-oxidantes, característicos do verão austral, aumentaram a 
eficiência de antioxidantes em embriões de Pleuragramma antarcticum. No entanto, 
Benedetti et al. (2010) não encontraram variações em antioxidantes de Trematomus 
bernacchii coletados entre os meses de novembro de 2002 a janeiro de 2003 no mar 
de Ross. A divergência nos resultados de Benedetti et al. (2010) e os do presente 
estudo, apesar da espécie ser diferente, pode estar ligada, dentre outros fatores, a 
quantidade de meses amostrados, que no primeiro se restringiu a 3 meses relativos 
ao final de primavera e início do verão, e o local de coleta, isto é o Mar de Ross,  
que se localiza numa região de latitude mais alta. 
Os órgãos e marcadores utilizados neste estudo exibiram respostas distintas 
para as duas espécies estudadas como, por exemplo, a SOD em coração (Figs. 1C 
e 1D) e em brânquias (Figs. 2E e 2F) e a GST em rim (Figs. 5E e 5F). Também 
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foram encontradas variações nos níveis dos marcadores para as duas espécies em 
órgãos específicos como em GST no rim (Figs 5E e 5F) e  CAT em coração, rim e 
fígado (Figs 3C, 3D, 3E, 3F, 4C e 4D). Benedetti et al. (2010) observaram diferenças 
nos níveis de antioxidantes entre três notothenioides antárticos, Trematomus 
bernacchii, Trematomus hansoni e Trematomus newnesi, encontrando níveis mais 
elevados de CAT em fígado de T. hansoni e T. newnesi em comparação com T. 
bernacchii, porém, este último, com níveis mais elevados de glutationa reduzida 
(GSH) e de glutationa-redutase (GR) em relação as outras espécies. Benedetti et al. 
(2010) sugeriram que estas diferenças podem estar relacionadas a dieta dos peixes 
que em T. bernacchii é composta quase exclusivamente de Adamussium colbecki, 
que contêm níveis elevados de glutationa, carotenóides e vitamina E (REGOLI et al., 
1997, VIARENGO et al., 1998), enquanto que as outras duas espécies possuem 
dieta mais variada. Raga et al. (2014) estudaram os habitos alimentares de N. rossii 
e N. coriiceps encontrados na Baía do Almirantado e identificaram diferenças na 
dieta  entre as duas espécies. N. rossii tem preferência por Krill e alta ingestão de 
salpas enquanto N. coriiceps consome maior variedade de crustáceos e menor 
ingestão de salpas. Raga et al. (2014) associaram a dieta diferenciada dos dois 
nototenideos aos estágios de vida e habitats das espécies. A composição da dieta, 
estágios de vida, ciclo reprodutivo e maturação gonodal são fatores que podem 
influenciar o metabolismo dos organismos, incluindo o metabolismo oxidativo (LEAF 
e NEUBERGER, 1947, REGOLI et al., 1997, 2002, BENEDETTI et al., 2010).  
A grande variabilidade nos parâmetros oxidativos nos diferentes órgãos e 
meses de ambas as espécies mostraram que estes organismos são capazes de 
modular seu sistema antioxidante frente aos fatores de estresse naturais do meio em 
que vivem. Marcadores como a SOD nas brânquias e de MDA no coração, de 
ambas as espécies,  mostraram ser uma opção na avaliação de parâmetros 
antioxidantes relacionados a dinâmica da temperatura e congelamento do mar. CAT 
e GST em brânquias e SOD no encéfalo e músculo, em ambas as espécies,  
mostraram ser eficientes na detecção de efeitos sazonais no sistema antioxidantes 
de peixes antárticos, apesar de não termos todos os meses de coleta durante o 
período amostrado.  
 
Este estudo forneceu uma contribuição adicional sobre o sistema antioxidante 
de N. rossii e N. coriiceps cujas alterações nas respostas bioquímicas podem 
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representar uma ferramenta útil para o biomonitoramento do ambiente antártico. 
Porém, outros estudos devem ser feitos visando elucidar o efeito dos fatores 






Levando-se em consideração os estudos que indicam uma tendência de 
aquecimento da Antártica, em especial da Península Antártica e a necessidade de 
ajustes metabólicos dos organismos antárticos frente a estas oscilações de 
temperatura é de grande importância entendermos os mecanismos celulares pelos 
quais os organismos antárticos se defendem contra o estresse oxidativo imposto 
pela elevação da temperatura. Podemos concluir neste trabalho, que o aquecimento 
a 8°C induziu respostas nos níveis e perfis ao longo do tempo, da atividade das 
enzimas antioxidantes e de defesas antioxidantes, nos nototheniids N. rossii e N. 
coriiceps. No entanto, a temperatura de 8ºC não modulou os níveis de HSP70 nas 
duas espécies, mostrando que essas espécies parecem ter perdido a resposta de 
choque térmico clássica como em outras espécies de peixes antárticos estudados 
anteriormente. Porém, há a necessidade de estudos posteriores, com tempos 
superiores aos utilizados aqui para a melhor avaliação desta resposta. A grande 
variabilidade nos parâmetros oxidativos nos diferentes órgãos e meses de ambas as 
espécies mostraram que estes organismos são capazes de modular seu sistema 
antioxidante frente aos fatores de estresse naturais do meio em que vivem. 
Marcadores como a SOD nas brânquias e de MDA no coração, de ambas as 
espécies, mostraram ser uma opção na avaliação de parâmetros antioxidantes. 
Porém, maiores estudos devem ser feitos visando elucidar o efeito ta temperatura e 
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